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Schon seit langem wird in der Literatur eine kausale Verbindung neoplasie-assoziierter
Bruchpunkte und Fragile Sites diskutiert, da diese ha¨ufig in derselben zytogenetischen
Bande liegen. Es stellt sich die Frage, ob es sich auch auf DNA-Ebene um identische
Bereiche handelt und ob man mit der Identifizierung dieser die zugrunde liegenden Me-
chanismen der Bruchentstehung entschlu¨sseln kann. Weiterhin ist unklar, ob es einen
Zusammenhang zwischen Fragile Sites und der Entstehung von Tumorbruchpunkten
gibt.
In der vorliegenden Arbeit wurden neoplasie-assoziierte Bruchpunkte in Chromosomen
von Patienten mit Tumorerkrankungen und in Tumorzelllinien molekularzytogenetisch
mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung und locus-spezifischen DNA-Sonden bestimmt
und deren Lage mit bereits molekularzytogenetisch kartierten Fragile Sites verglichen. Es
wurden Sequenzanalysen der Bruchpunktregionen durchgefu¨hrt und die dort lokalisierten
Gene bestimmt.
Es konnte gezeigt werden, dass fu¨nf von elf neoplasie-assoziierten Bruchpunkten mit
Fragile Sites kolokalisieren und ein weiterer eine fragliche U¨bereinstimmung zeigt, dem-
nach etwa 50 % der in dieser Arbeit untersuchten neoplasie-assoziierten Bruchpunkte
eine U¨bereinstimmung mit Fragile Sites aufweisen. Auch konnten keine tumorrelevanten
Sequenzmotive oder Gene in den Bruchpunktbereichen identifiziert werden.
Weiterhin wurden 17 publizierte Tumorbruchpunkte mit bereits kartierten Fragile
Sites verglichen, hierbei kolokalisierten zehn von 17 Bruchpunkten.
Es ließ sich zeigen, dass sich nur in einem Teil der neoplasie-assoziierten Bruchpunkte
eine U¨bereinstimmung mit Fragile Sites findet, so dass davon auszugehen ist, dass Fragile




Seit etwa 30 Jahren, also mit Einfu¨hrung der Ba¨nderungszytogenetik (siehe auch Ab-
schnitt 2.1.2), ist bekannt, dass chromosomale Vera¨nderungen mit einer Vielzahl neoplas-
tischer Erkrankungen in Zusammenhang stehen. Zuvor mutmaßte man als Ursachen fu¨r
maligne Erkrankungen Umwelteinflu¨sse, Lebensweise, geschwa¨chtes Immunsystem und
auch Virusinfektionen. Heute sind die an der Tumorentstehung beteiligten Gene – Tu-
morsuppressorgene und Onkogene – grundsa¨tzlich bekannt. Sie regulieren den Zellzyklus
und gewa¨hrleisten das Gleichgewicht von Zellproliferation und Apoptose. Mutationen im
Bereich dieser Gene ko¨nnen deren Funktion schwerwiegend beeinflussen. Es konnte ge-
zeigt werden, dass u.a. Punktmutationen, Amplifikationen, Deletionen und Translokatio-
nen die Entstehung einer klonal expandierten Tumorzelle bedingen ko¨nnen, so dass diese
ungehemmt proliferieren und sich unter Missachtung jeglicher Grenzen ausbreiten kann
(Hanahan und Weinberg 2000), da diese chromosomalen Rearrangements die Funktionen
von ebendiesen Onkogenen, Tumorsuppressorgenen und Genen der Zellzyklusregulation
beeinflussen (Nowell und Croce 1988,Gu¨mu¨s et al. 2002). Solche Mutationen entstehen
durch Instabilita¨t der DNA oder auch durch fehlerhafte DNA-Reparatursysteme. Fragile
Sites sind solche instabilen Regionen, da in diesen Bereichen die DNA-Synthese inhibiert
wird und dadurch spontan oder unter bestimmten Kulturbedingungen geha¨uft Bru¨che
auftreten (Sutherland 1977)(siehe auch Abschnitt 2.3). DNA-Reparatursysteme erken-
nen und beseitigen solche Fehler im DNA-Strang vor Einleitung der Zellteilung bzw.
schicken, sollte die Reparatur nicht gelingen, die Zelle in die Apoptose. Werden diese
Fehler nicht erkannt, werden die Muationen an die Tochterzellen weitergegeben.
Neoplasie-assoziierte Bruchpunkte sind bisher u¨berwiegend nur zytogenetisch charak-
terisiert (Mitelman et al. 2009). Zum besseren Versta¨ndnis der Pathogenese einer Tu-
morerkrankung ist aber eine exakte Sequenzanalyse der Bruchpunkte unumga¨nglich.
Schon zu Beginn der 1980er Jahre ließ sich ein Bezug von neoplasie-assoziierten Bruch-
punkten zu Fragile Sites nicht von der Hand weisen: beide finden sich in den gleichen
zytogenetischen Banden (Yunis und Soreng 1984, Hecht und Sutherland 1984, DeBrae-
keleer et al. 1985, DeBraekeleer 1987, LeBeau 1986). Auch fu¨r die Mehrzahl der Fragile
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Sites wurde bisher nur eine zytogenetische Kartierung erstellt, eine Sequenzanalyse steht
noch weitgehend aus (siehe Abschnitt 2.3).
In dieser Arbeit sollte fu¨r ausgewa¨hlte neoplasie-assoziierte Bruchpunkte, die in zy-
togenetischen Regionen von Fragile Sites liegen, analysiert werden, ob diese auch auf
molekularzytogenetischer Ebene u¨bereinstimmen. Weiterhin wurde fu¨r ausgewa¨hlte Tu-
morbruchpunkte mittels einer Sequenzanalyse gepru¨ft, ob im Bruchpunktbereich fu¨r die
Tumorentstehung relevante Gene oder Promotoren liegen oder ob sich bestimmte Se-
quenzmotive mit pathogenetischer Bedeutung finden.
Es wurden mehrere Zellsuspensionen von Tumorpatienten und Tumorzelllinien mit
zytogenetisch bereits bekannten Bruchpunkten, die in Fragile Sites-Regionen liegen, aus-
gewa¨hlt. Diese Bruchpunkte wurden im Rahmen dieser Arbeit molekularzytogenetisch
kartiert und mit der Lage der entsprechenden Fragile Site verglichen. Weiterhin wurden
die in den Bruchpunkten liegenden Gene identifiziert und fu¨r diese Bereiche datenbank-
gestu¨tzte Sequenzanalysen durchgefu¨hrt.
2.1. Zytogenetik
2.1.1. Entwicklung der Zytogenetik
Die erste Beschreibung menschlicher Chromosomen findet sich in der Literatur im Jahr
1879; Arnold hatte Chromosomen mit Hilfe des Lichtmikroskops darstellen ko¨nnen (Ar-
nold 1879). Auch bei Flemming findet sich 1880 eine Beschreibung menschlicher Chro-
mosomen, er bezeichnete die anfa¨rbbare Struktur im Zellkern als
”
Chromatin“ (Flem-
ming 1880). 1888 tauchte erstmals der Begriff
”
Chromosom“ bei Waldeyer auf, er be-
nannte sie nach der griechischen Bedeutung fu¨r chroma: Farbe und soma: Ko¨rper (Wal-
deyer 1888). Die Relevanz der Chromosomen als Tra¨ger des Erbgutes erkannten 1903
Sutton und im gleichen Jahr Boveri. Sie entwickelten die
”
Chromosomentheorie der Ver-
erbung“ (Boveri 1903) bzw.
”
The chromosome inherity“ (Sutton 1903).
Einer genaueren Betrachtung und Untersuchung wurden die Chromosomen erst 1956
zuga¨nglich. Tijo und Levan hatten eine geeignete Methode zur Chromosomenpra¨paration
entwickelt und konnten die korrekte Anzahl von 46 Chromosomen beim Menschen fest-
stellen (Tjio und Levan 1956). Dem vorrausgegangen waren Methodenentwicklungen zur
Arretierung der Chromosomen im Metaphasestadium (Bayreuther 1952) und eine vor-




Bereits im Jahr 1959 wurden die ersten nummerischen Chromosomenvera¨nderungen
entdeckt. So beschrieben Lejeune die Trisomie 21 (Lejeune 1959), Jacobs und Strong das
Klinefelter-Syndrom (Jacobs und Strong 1959) und Ford und Mitarbeiter das Turner-
Syndrom (Ford et al. 1959).1960 folgten Beschreibungen der Trisomie 13 (Pa¨tau et al.
1960) und Trisomie 18 (Edwards et al. 1960) und 1963 des Cri-du-Chat-Syndroms (Le-
jeune et al. 1963). Ebenfalls 1960 wurde die erste strukturelle Chromosomenaberrati-
on (Polani und Mitarbeiter zeigten eine Translokation der Chromosomen 13 und 21
bei einem Patienten mit Down-Syndrom (Polani et al. 1960) ) und die erste erworbe-
ne Chromosomenaberration (Translokation der Chromosomen 9 und 22 (Philadelphia-
Chromosom) bei chronisch myeloischer Leuka¨mie (Nowell und Hungerford 1960) ) ge-
funden.
2.1.2. Ba¨nderungszytogenetik
Die Unterscheidung einzelner Chromosomen wurde erst durch die Entwicklung der Ba¨n-
derungsverfahren mo¨glich. Hierbei entstehen nach chemischer Behandlung der Chro-
mosomen reproduzierbare, alternierend helle und dunkle Banden, welche die Chromoso-
men unterscheidbar und auch intra- und interchromosomale Vera¨nderungen darstellbar
machen.
Die erste Darstellung der Chromosomenbanden gelang mit Hilfe des Fluoreszenzfarb-
stoffes Quinacrin (Q-Banding) (Caspersson et al. 1968,Caspersson et al. 1970). Seabright
entwickelte die heutige Standardmethode der GTG-Ba¨nderung (G-Bands by T rypsin
using G iemsa), bei der vor Giemsafa¨rbung mit Trypsin verdaut wird (Seabright 1971).
Es folgten das R-Banding (vor Behandlung mit Giemsa erfolgt eine Salzsa¨uredenatu-
rierung), welches ein reverses Bandenmuster zum GTG-Banding ergibt (Dutrillaux und
Lejeune 1971). Daru¨ber hinaus wurde das C-Banding entwickelt, das heterochromatische
Bereiche anfa¨rbt (Arrighi und Hsu 1971).
Wie eingangs bereits erwa¨hnt, konnte mit Hilfe dieser Ba¨nderungsverfahren eine exak-
tere Unterscheidung und Strukturanalyse der Chromosomen umgesetzt werden. Es ließen
sich nun Translokationen (Austausch chromosomalen Materials zwischen den Chromoso-
men), Duplikationen (Verdoppelung chromosomalen Materials), Inversionen (intrachro-
mosomale Umbauten) und Deletionen (Verlust chromosomalen Materials) darstellen.
Die zur Beschreibung dieser und vieler weiterer chromosomaler Umbauten no¨tige No-
menklatur wurde im immer wieder aktualisierten
”
International System for Human
Cytogenetic Nomenclature“ (ISCN) (Shaffer und Tommerup 2005) zusammengefasst.
Es wurden die nach GTG-Banding entstehenden Bandenmuster zur Grundlage genom-
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men und die Banden durchnummeriert. Weiterhin wurden die Bezeichnungen aller denk-
baren Chromosomen- und Karyotypvera¨nderungen festgelegt.
Doch auch dieser Methode sind Grenzen gesetzt. Die Genauigkeit der zytogeneti-
schen Charakterisierung eines Bruchpunktes ist auf eine Bruchpunktgro¨ße von minimal
5-10 Mbp begrenzt, so dass eine Weiterentwicklung der zytogenetischen Methoden in
Form der molekularen Zytogenetik notwendig wurde, auf die im folgenden Abschnitt
eingegangen wird (Claussen et al. 2002).
2.2. Molekulare Zytogenetik
2.2.1. Entwicklung der Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH)
Die FISH ermo¨glicht die sehr spezifische Markierung bestimmter Chromosomen und
Chromosomenabschnitte im biologischen Material (in situ).
Die erste Anwendung findet sich 1969 bei Pardue und Gall, welche radioaktiv markier-
te RNA zur Hybridisierung nutzten (Pardue und Gall 1969). 1981 ließen sich erstmals
Gene mit radioaktiv markierten Sonden darstellen (Malcolm et al. 1981, Harper und
Saunders 1981,Gerhard et al. 1981). Zu dieser Zeit wurde langsam die radioaktive Mar-
kierung durch andere Detektionssysteme abgelo¨st. So wurde erstmals 1986 das FITC-
Avidin-Detektionssystem fu¨r Biotin an menschlichen Chromosomen eingesetzt (Pinkel
et al. 1986). Im Laufe der Weiterentwicklung der FISH gab es ab 1986 die ersten Zwei-
Farben-FISH-Experimente (Hopman et al. 1986). 1996 konnten mit der Entwicklung
des SKY (Spectral Karyotyping) und des M-FISH (Multiplex-FISH) alle Chromosomen
gleichzeitig dargestellt werden, da bei diesen Techniken verschieden Fluorochrome kom-
biniert werden ko¨nnen (Schro¨ck et al. 1996,Speicher et al. 1996). Beide Methoden werden
u.a. zur genaueren Eingrenzung chromosomaler Bruchpunkte in der Tumorzytogenetik
eingesetzt (Veldman et al. 1997,Fleischman et al. 1999,Hilgenfeld et al. 1999,Mohr et al.
2000).
Als weiterer großer Schritt in der FISH-Methodik sollte das Multicolor-Banding (MCB)
erwa¨hnt werden (Chudoba et al. 1999,Liehr et al. 2002,Weise et al. 2008) . Dies ist das
derzeit best evaluierte und am ha¨ufigsten angewandte FISH-Ba¨nderungsverfahren (Liehr
et al. 2006), welches das gesamte Chromosom in Falschfarben in Form von Banden dar-
stellt. Es wurde in seiner Weiterentwicklung als multitude MCB (mMCB) angewandt, zu
dessen Herstellung die MCB-Sonden aller Chromosomen in einem Probenset vereinigt
wurden (Weise et al. 2003).
5
Einleitung
2.2.2. Prinzip der FISH
Bei Anwendung der FISH werden direkt oder indirekt (u¨ber Haptene wie Biotin oder
Digoxigenin) mit Fluorochromen markierte DNA-Sonden in situ, also an, auf dem Ob-
jekttra¨ger befindliche Chromosomen, hybridisiert.
Die Herstellung der Sonden erfolgt mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) (Mul-
lis et al. 1986,Saiki et al. 1985) unter Einsatz von degenerierten Oligonukleotiden (DOP-
PCR) (Telenius et al. 1992) oder mittels Nick-Translation (Rigby et al. 1977) (siehe dazu
auch Abschnitte 3.2.2 und 3.2.3).
Sowohl die DNA-Sonden als auch die Chromosomen mu¨ssen vor Hybridisierung dena-
turiert werden. Nur so kann sich die Proben-DNA an die chromosomale DNA anlagern
(siehe Abschnitt 3.3.2). Direkt markierte Sonden lassen sich nun bereits auswerten, indi-
rekt markierte Sonden mu¨ssen zuvor mit fluoreszenz-markierten Antiko¨rpern detektiert
werden (siehe dazu auch Abschnitte 3.3.3 und 3.3.4).
Die Abbildung 2.1 zeigt schematisch das Prinzip der FISH auf.
Abbildung 2.1.: Schema der FISH: Die mit Fluoreszenzfarbstoff markierte Proben-DNA sowie die Ziel-
DNA auf dem Chromosom werden denaturiert. Bei der Hybridisierung lagert sich die
Proben-DNA an die homologe chromosomale DNA-Sequenz an und erzeugt ein Fluo-




Entsprechend der Fragestellung kommen verschiedene Sondentypen zum Einsatz:
Chromosomen-Sonden
Hiermit lassen sich das gesamte Chromosom (whole chromosome painting, wcp) oder der
kurze bzw. lange Arm eines Chromosoms (partial chromosome painting, pcp) markieren.
Die Herstellung der Sonden erfolgt mittels
”
chromosome flow sorting“ (Speicher et al.
1996) oder Mikrosezierung (Senger et al. 1997).
Repetitive DNA-Sonden
Diese Sonden hybridisieren an Bereiche des Chromosoms, in denen eine vielfache Wie-
derholung der DNA-Sequenz vorliegt, zu finden in den Zentromer-Regionen, in den Te-
lomeren und im Heterochromatin (Liehr und Claussen 2002).
Locus-spezifische Sonden
Diese Sonden werden zur Markierung definierter DNA-Sequenzen, einzelner Gene oder
Chromosomenbanden genutzt (Liehr und Claussen 2002,Liehr et al. 2004). Sie bestehen
aus exakt festgelegten Basenabfolgen und eignen sich daher optimal fu¨r Kartierungs-
arbeiten. Die spezifische DNA wird zur Klonierung in einen Vektor eingebaut und mit
Hilfe eines Wirtsorganismus vermehrt. Die na¨here Beschreibung der weiteren Aufarbei-
tung zur FISH-Sonde findet sich in Abschnitt 3.2. Es stehen verschiedene Vektoren zur
Verfu¨gung, entsprechend welche DNA-Menge man klonieren mo¨chte. Nachfolgend eini-
ge Beispiele: Virale Vektoren (z.B. Adenoviren), Cosmide (Lambda-Phage, 0,003-0,004
Mbp), Plasmide (z.B. Escherichia coli, bis 0,3 Mbp), ku¨nstliche Chromosomen (z.B.
Saccheromyces sereviciae, 0,2-2 Mbp) (Sambrook et al. 1989).
Als Locus-spezifische Sonden wurden in dieser Arbeit BACs (bacterial artificial chro-
mosomes) genutzt (na¨here Erla¨uterungen hierzu siehe Abschnitt 3.2.1). Mit Hilfe des
NCBI Map Viewers (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/), welches die Ergebnisse
des
”
Human Genome Projects“ (http://www.gdb.org/hugo/) verarbeitet, lassen sich fu¨r
nahezu jede Region des menschlichen Genoms BACs finden. Diese kann man dann kom-
merziell erwerben und wie bereits erla¨utert zu FISH-Sonden aufarbeiten.
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2.2.3. Weitere Methoden der molekularen Zytogenetik:
Comparative Genomic Hybridization (CGH)
Erstmals beschrieben von Kallioniemi und Mitarbeitern (Kallioniemi et al. 1992), er-
mo¨glicht dieses Verfahren eine Analyse des chromosomalen Materials des gesamten Ge-
noms. Hierbei wird spezifisch markierte DNA eines Gewebes (Tumorgewebe) gemeinsam
mit wiederum unterscheidbar markierter gesunder DNA auf Metaphasechromosomen ei-
nes gesunden Karyotyps hybridisiert. Die DNA-Sonden konkurrieren nun um die Bin-
dungsstellen der Chromosomen. Weist das Tumormaterial Verluste oder Zugewinne des
chromosomalen Materials auf, dann ist dies an den schwa¨cheren oder sta¨rkeren FISH-
Signalen der Tumor-DNA-Sonden auf den Chromosomen ersichtlich (Kallioniemi et al.
1992,du Manoir et al. 1993). Entsprechende Software berechnet die Intensita¨tsprofile der
Sonden. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass auch nicht teilungsaktive Gewebe
einer molekularzytogenetischen Analyse zuga¨nglich werden, wobei jedoch balancierte
Vera¨nderungen (z.B. balancierte Translokationen, Inversionen und Insertionen), bei de-
nen weder Verlust noch Zugewinn chromosomalen Materials vorliegen, mittels CGH nicht
detektiert werden ko¨nnen.
Array CGH meint die comparative genomische Hybridisierung auf einem DNA Chip
und steht fu¨r die neueste Entwicklung auf dem Gebiet der Zytogenetik. Bei diesem Ver-
fahren wird Patienten-DNA auf einen mit DNA-Stu¨cken beschichteten Chip hybridisiert,
die das gesamte Genom in einem Abstand von weniger als einer Megabase abdecken.
Dies erlaubt eine nahezu 10- bis 20-fache Verbesserung der Auflo¨sung im Vergleich zur
erreichbaren Auflo¨sung der konventionellen CGH. Diese Methodik wird zur Bruchpunkt-
charakterisierung bei klinischen Fa¨llen und bei Tumorerkrankungen verwendet (Selzer
et al. 2005,Watson et al. 2007).
2.3. Fragile Sites
Als Fragile Sites werden zytogenetisch sichtbare Bru¨che (
”
gaps“) in bestimmten chro-
mosomalen Regionen bezeichnet, die spontan oder nach Induktion auftreten (erstmals
beschrieben 1965 (Dekaban 1965)). Man unterscheidet common und rare Fragile Sites.
Rare Fragile Sites werden in vitro durch Folat- und Thymidinmangel induziert und fin-
den sich in weniger als 5% der Bevo¨lkerung. Common Fragile Sites sind erzeugbar unter
Thymidilat- und Folatstress (Hemmung der DNA-Replikation) oder unter Aphidicolin-
zugabe (hemmt spezifisch DNA-Polymerasen α (Sheaff et al. 1991), δ (Byrnes 1984) und
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 (Cheng und Kuchta 1993) wa¨hrend der Kultivierung (Glover et al. 1984,Casper et al.
2002)).
Im Bereich der Fragile Sites tritt eine partielle DNA-Replikationsinhibierung auf. Es
finden sich hier Deletionen und Translokationen (Glover und Stein 1988, Wang et al.
1997), Austausch von Schwester-Chromatiden (Glover und Stein 1987, Lukusa et al.
1991), intrachromosomale Genamplifikationen (Coquelle et al. 1997) und Integration
von Virus-DNA (Rassool et al. 1991). Bei Tumorerkrankungen finden sich im Bereich
der Fragile Sites ebenfalls Deletionen (Arlt et al. 2002, Denison et al. 2003) und Trans-
lokationen (Krummel et al. 2000).
Bei der molekularzytogenetischen Kartierung von Fragile Sites zeigte sich wiederholt,
dass man dieselben Fragile Sites innerhalb einer zytogenetischen Bande molekularzy-
togenetisch an verschiedenen Stellen auffindet, so z.B. bei FRA7B (in 7p22 sowohl bei
5.915 kbp (Ruiz-Herrera et al. 2004) als auch bei 3.527 bis 5.845 kbp (Mrasek 2009))
und FRA16C (in 16q22 sowohl bei 63.914 kbp (Zlotorynski et al. 2003) als auch bei
68.592 bis 72.036 kbp (Mrasek 2009)). Offensichtlich gibt es bei Fragile Sites eine gewisse
Variabilita¨t in der Lokalisation. Sie finden sich nicht unweigerlich an gleicher molekular-
genetischer, aber geha¨uft in bestimmten zytogenetischen Banden (Pedersen und Jensen
1991,Callahan et al. 2003,Mrasek 2009).
2.3.1. Common Fragile Sites und neoplasie-assoziierte
Bruchpunkte
Wie bereits erwa¨hnt, wurde schon zu Beginn der 1980er Jahre gezeigt, dass common Fra-
gile Sites und neoplasie-assoziierte Bruchpunkte in gleichen zytogenetischen Bereichen
liegen (Yunis und Soreng 1984,Hecht und Sutherland 1984,DeBraekeleer et al. 1985,De-
Braekeleer 1987,LeBeau 1986), so dass angenommen wird, dass es eine ursa¨chliche Ver-
bindung zwischen beiden Beobachtungen gibt.
So beschrieben Yunis und Soreng 1984, dass etwa 50% der neoplasie-assoziierten
Bruchpunkte von Leuka¨mien, Lymphomen und soliden Tumoren in den zytogenetischen
Banden von Fragile Sites liegen (Yunis und Soreng 1984). So liegt z.B. in der Bande der
common Fragile Site FRA5A (in 5p13) ha¨ufig eine Deletion oder Translokation bei der
Promyelozytenleuka¨mie und auch bei der chronisch myeloischen Leuka¨mie (Miro´ et al.
1987). Ebenso findet sich der ha¨ufig beim Burkitt-Lymphom auftretende Bruchpunkt
der Translokation t(8;14) innerhalb oder nahe der common Fragile Site FRA8C (Croce
und Nowell 1985). Im Bereich der Fragile Site FRA16D liegen die sogenannten WWOX-
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Gene. Liegt fu¨r diesen Bereich eine homozygote Deletion vor, resultiert eine vera¨nderte
Expression. In vivo inhibieren diese Gene das Tumorwachstum von Brustkrebszellen. So-
mit konnte gezeigt werden, dass sich Tumorsuppressorgene auch in Regionen von Fragile
Sites finden (Bednarek et al. 2001,Ludes-Meyers et al. 2003,Pluciennik et al. 2006).
2.4. Fragestellung
Diese Arbeit bescha¨ftigt sich mit der U¨berpru¨fung der in der Einleitung beschriebe-
nen fraglichen U¨bereinstimmung der molekularzytogenetischen Lage von Fragile Sites
und neoplasie-assoziierten Bruchpunkten. Anhand der Untersuchung von Chromosomen-
pra¨paraten ausgewa¨hlter Tumorpatienten und Tumorzelllinien werden folgende Fragen
bearbeitet:
1. Gibt es den in der Literatur postulierten Zusammenhang zwischen Fragile Sites und
neoplasie-assoziierten Bruchpunkten und somit der Tumorentstehung?
2. Gibt es in den neoplasie-assoziierten Bruchpunkten Gene und/oder Sequenzmotive,
die als ursa¨chlich fu¨r eine maligne Karyotyptransformation angesehen werden ko¨nnen?
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3.1. Untersuchungsmaterial
3.1.1. Herkunft des Untersuchungsmaterials
Herkunft der Chromosomenpra¨parate aus Blut bzw. Knochenmark
Die in dieser Arbeit verwendeten Chromosomenpra¨parate wurden u¨berwiegend von der
tumorzytogenetischen Abteilung des Institutes fu¨r Humangenetik Jena aufgearbeitet
und befundet. Es handelt sich hierbei in allen Fa¨llen um zytogenetisch aufgearbeitetes
Blut bzw. Knochenmark von Patienten mit Leuka¨mieerkrankungen. Tabelle 3.1 gibt
eine U¨bersicht u¨ber die Diagnosen der untersuchten Fa¨lle. Die Suspensionen wurden
nach Standardmethoden (Verma und Babu 1994) pra¨pariert.
Fallnummer Diagnose Gewebe
95156 V.a. MPS KM




01251 AML, Z.n. KMT KM
04336 V.a. MDS Blut
04758 ALL, Z.n. KMT KM
05456 AML Blut
06088 V.a. AML KM
07134 V.a. AML KM
Tabelle 3.1.: Diagnosen der Patienten
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Zur Testung der hergestellten BAC-Sonden (siehe Abschnitt 3.2) wurden Chromo-
somenpra¨parate von drei gesunden Kontrollpersonen genutzt (zwei weibliche und ein
ma¨nnlicher Proband).
Herkunft der Zelllinien
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien waren bereits im Institut fu¨r Hu-
mangenetik Jena vorhanden und wurden freundlicherweise von verschiedenen Abteilun-
gen zur Verfu¨gung gestellt. Die Zelllinien wurden nach Standardmethoden (Verma und
Babu 1994) pra¨pariert.
Die Tabelle 3.2 gibt eine U¨bersicht u¨ber die einzelnen verwendeten Zelllinien und gibt

























55 J. ma¨nnlich (Weise et al. 2003)
MTX 140 akute lymphoplasti-
sche Leuka¨mie
3 J. weiblich (Weise et al. 2002)
NCEB-1 Mantelzell-
Lymphom
57 J. ma¨nnlich (Rudolph et al.
2006)
SAOS-2 Knochensarkom 11 J. weiblich (Ozaki et al. 2003)
Tabelle 3.2.: Herkunft und Referenzen der Zelllinien
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3.1.2. Herstellung von Chromosomenpra¨paraten
Reagenzien zur Herstellung der Chromosomenpra¨parate
RPMI 1640 (Zellkulturmedium):
500 ml RPMI 1640 mit Glutamat-Zusatz: L-Alanin und L-Glutamin (Gibco)
60 ml fetales Ka¨lberserum (FKS, Biochrom KG)
5,0 ml Penicillin (10000 U/ml)/Streptomycin (10000 U/ml) (Biochrom KG)
Phytoha¨magglutinin (PHA):




0,559 g KCl (Merck) in 100 ml Aqua ad dest. (Braun)
Fixativ:
Methanol (Merck) zu Eisessig (Merck) im Verha¨ltnis 3: 1
Herstellung von Chromosomenpra¨paraten aus Blut
In eine sterile Kulturflasche (Cellstar, Greiner) werden 10 ml RPMI 1640 und 10 µl Phy-
toha¨magglutinin (PHA, gewonnen aus der Bohne Phaseolus vulgaris; Mitogen, welches
spezifisch T-Lympozyten zur Mitose anregt) vorgelegt. Es werden nun 1 ml des hepari-
nisierten Blutes zugegeben, von dem die Suspension hergestellt werden soll. Die Kultur
wird fu¨r die folgenden 72 Stunden bei 37◦C im Brutschrank inkubiert.
90 Minuten vor Beenden der Kultivierung werden 100 µl Colcemid (Seromed) zu-
gegeben. Colcemid, aus Cholcium autumnale (Herbstzeitlose) gewonnen, hemmt den
Aufbau des Spindelapparates, so dass alle zu diesem Zeitpunkt in der Mitose befind-
lichen Zellen im Metaphasezustand arretiert werden. Nun werden die Kulturflaschen
vorsichtig geschu¨ttelt, so dass sich sa¨mtliche Zellen vom Boden lo¨sen. Die Kultur wird
dann in 14-ml-Zentrifugenro¨hrchen (Falcon) u¨berfu¨hrt und 10 Minuten bei 1500 U/min
zentrifugiert. Danach wird der U¨berstand abgenommen und 10 ml einer 37◦C- war-
men hypotonen KCl-Lo¨sung hinzugefu¨gt. Durch kra¨ftiges Schu¨tteln wird der Ru¨ckstand
resuspendiert und die Kultur wird fu¨r 20 Minuten bei 37◦C inkubiert. Infolge dieser
Hypotoniebehandlung zerplatzen die Erythrozyten, wobei die Lymphozyten und deren
Kerne nur anschwellen, was spa¨ter den Chromosomen eine bessere Spreitung erlaubt.
Darauf folgend wird 1 ml 4◦C- kaltes Fixativ zugegeben, dadurch wird das Zellse-
diment fixiert und gereinigt. Es erfolgt erneut eine Zentrifugation fu¨r 5 Minuten bei
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1500 U/min, wodurch die ha¨molysierten Erythrozyten in den U¨berstand gelangen, der
dann verworfen wird. Es werden wiederum 10 ml Fixativ zum Pellet gegeben und noch-
mals zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird noch zweimal wiederholt. Entsprechend der
Dichte des Sediments kann die Suspension durch Zugabe von Fixativ noch verdu¨nnt
werden. Nach Beendigung der Waschschritte wird die Suspension fu¨r mindestens 30 Mi-
nuten bei -20◦C oder u¨ber Nacht im Ku¨hlschrank belassen.
Nun kann die Suspension genutzt oder weiterhin bei -20◦C gelagert werden (bei -20◦C
wird die DNA-scha¨digende Wirkung des Fixativs mo¨glichst gering gehalten).
Herstellung von Chromosomenpra¨paraten aus Knochenmark
Das mit Heparin versetzte Knochenmark, von dem die Zellsuspension hergestellt werden
soll, wird mit RPMI 1640 in einer sterilen Kulturflasche (Greiner, Cellstar) auf 12 ml
aufgefu¨llt. Entsprechend der Verdachtsdiagnose bezu¨glich der Leuka¨mieerkrankung des
Patienten wird die Kultur bei 37◦C im Brutschrank u¨ber 24 Std. bis zu 120 Std. inkubiert.
Nach der Kultivierung werden die Zellen durch leichtes Schu¨tteln vom Boden der
Kulturflasche gelo¨st und 100 µl Colcemid zugegeben. Es erfolgt erneut eine Kultivie-
rung fu¨r 45 Minuten bei 37◦C im Brutschrank. Im Anschluss wird die Kultur in 14-ml-
Zentrifugenro¨hrchen (Falcon) u¨berfu¨hrt und fu¨r 5 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert.
Der U¨berstand wird abgenommen und es werden 10 ml hypotone KCl-Lo¨sung zugefu¨gt.
Zum Resuspendieren wird die Kultur kra¨ftig aufgeschu¨ttelt und dann fu¨r 30 Minuten
bei 37◦C inkubiert. Darauf folgend wird 1 ml 4◦C-kaltes Fixativ zugegeben, alles auf-
geschu¨ttelt und fu¨r 5 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird
drei- bis viermal wiederholt, bis das Sediment farblos bzw. weiß ist. Bei sehr dichtem Se-
diment kann zur Verdu¨nnung Fixativ zugegeben werden. Nach dem letzten Waschschritt
wird die Suspension mindestens 45 Minuten bei -20◦C inkubiert und kann danach ge-
nutzt oder weiterhin bei -20◦C gelagert werden.
Herstellung von Chromosomenpra¨paraten aus Zelllinien
Die Zelllinien wurden ebenfalls nach Standardmethoden (Verma und Babu 1994) im
Institut fu¨r Humangenetik Jena aufgearbeitet.
Die Zelllinien werden in RPMI 1640 kultiviert, zur Arretierung wird Colcemid und
darauf folgend zur Hypotoniebehandlung KCl-Lo¨sung zugegeben, anschließend wird zur
Waschung Fixativ eingesetzt (wie oben bereits beschrieben).
14
Material und Methoden
3.1.3. Auftropfen der Suspension auf den Objekttra¨ger
Zu Beginn werden Objekttra¨ger mit Seidenpapier gereinigt und in eine Ku¨vette mit
4◦C-kaltem Aqua dest. gestellt. Weiterhin bereitet man eine feuchte Kammer vor, die
im 60◦C-Brutschrank erwa¨rmt wird.
Die geku¨hlten Objekttra¨ger werden nun schra¨g in die feuchte Kammer gestellt, so
dass ein Mikroklima mit hoher Luftfeuchtigkeit entsteht (Spurbeck et al. 1996). Die Sus-
pension wird auf die Objekttra¨ger getropft. Nach kurzer Antrocknung wird Fixativ auf
den Objekttra¨ger gegeben, somit werden Plasmareste weggespu¨lt und die Chromosomen
fixiert. Das Methanol verdunstet und die Essigsa¨ure bewirkt durch ihre stark hygrosko-
pische Wirkung die Aufnahme von Wasser aus der Umgebungsluft und fu¨hrt somit zu
einer Spreitung und damit Sichtbarmachung der Chromosomen (Claussen et al. 2002).
Danach werden die Objekttra¨ger zum Trocknen auf die auf 53◦C vorgeheizte Heiz-
platte gelegt. Sind sie getrocknet, durchlaufen sie zur Dehydrierung eine aufsteigende
Alkoholreihe (jeweils 3 Minuten 70%, 95% und 100% Ethanol).
Zur
”
Alterung“ werden die Objekttra¨ger zwei bis drei Tage bei Raumtemperatur ge-
lagert oder u¨ber Nacht im 60◦C-Brutschrank belassen. Dann ko¨nnen sie genutzt oder
weiterhin bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.
3.2. Verwendete FISH-Sonden und deren
Weiterverarbeitung
3.2.1. Verwendete FISH-Sonden
Reagenzien zur Herstellung der BAC-basierenden DNA-Sonden
Antibiotika:
Chloramphenicol: 34 mg/ml (Stammkonzentration) in Ethanol bei -20◦C lagern
Endkonzentration: 20 µg/ml fu¨r RP11- und RP13-Klone
Kanamycin: 45 mg/ml (Stammkonzentration) in Aqua dest. bei -20◦C lagern
Endkonzentration: 25 µg/ml fu¨r RP1-, RP4-, RP5-Klone
Luria-Bertani-Medium (LB-Medium):
10 g Bacto-Trypton oder Pepton (Merck)
10 g NaCl (Roth)
5 g Bacto-Yeast-Extrakt (Merck)
in 900 ml Aqua dest. lo¨sen, pH mit 10 M NaOH (ca. 200 µl) auf 7,0 einstellen
Volumen auf 1 l mit Aqua dest. auffu¨llen und autoklavieren
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Je nach Fragestellung sind verschiedene Sonden notwendig. Sie werden u¨berwiegend
am Institut fu¨r Humangenetik Jena wie nachfolgend beschrieben hergestellt.
BAC-Sonden
Dank des Humanen Genomprojektes sind BACs (Bacterial Artificial Chromosomes) als
Hilfskonstrukte zur Sequenzierung des menschlichen Genoms fu¨r nahezu jede Region der
menschlichen Chromosomen verfu¨gbar. BACs sind modifizierte Fertilita¨tsplasmide des
Bakterienstammes Escherichia coli mit inserierten Fragmenten einer maximalen Gro¨ße
von 300 kb (Shizuya et al. 1992).
Die in dieser Arbeit verwendeten BACs wurden sowohl von Prof. Rocchi/Bari, Italien
zur Verfu¨gung gestellt als auch ka¨uflich u¨ber CHORI (Childrens Hospital Oakland Re-
search Institute, Oakland, USA) erworben. Ein Teil der BAC-Sonden waren auch schon
am Institut fu¨r Humangenetik Jena aus fru¨heren Arbeiten vorhanden.
Die Isolierung von BAC-DNA wird mit einem kommerziellen Kit der Firma QIAGEN
durchgefu¨hrt: Nach alkalischer Lyse der Bakterien folgt eine Adsorption der DNA an
eine Silicat-Gel-Membran unter Hochsalzbedingungen.
Die bestellten E.coli-Klone (des apathogenen Sicherheitsstammes K12) werden in Ar-
garose versandt und bis zur Weiterverarbeitung im Ku¨hlschrank gelagert.
Die Kultivierung und Isolation wird im S1-Labor (Sicherheitslabor der Stufe 1 zur
gentechnischen Arbeit mit Mikroben, die ohne Gefahr fu¨r gesunde Menschen und die
Umwelt sind) unter einer sterilen Werkbank durchgefu¨hrt.
Die BACs enthalten Antibiotikaresistenzen, wodurch sich nach Zugabe des entspre-
chenden Antibiotikums (Chloramphenicol oder Kanamycin) in das Medium nur die
gewu¨nschten Klone vermehren ko¨nnen.
Zuna¨chst muss die E.coli-Kultur, die das gewu¨nschte BAC entha¨lt, kultiviert wer-
den. Dazu werden 6 ml LB-Medium und das entsprechende Antibiotikum in ein 50-ml-
Ro¨hrchen (Falcon) vorgelegt. Mit Hilfe eines autoklavierten Zahnstochers wird der Klon
angeimpft und danach fu¨r ca. 16 Stunden bei 37◦C auf dem Schu¨ttler (bei ca. 200 U/min)
belassen.
Nach Beenden der Kultivierung wird fu¨r ca. 10 Minuten bei 2.800 U/min abzen-
trifugiert. Der U¨berstand wird verworfen und das Pellet wird mit 250 µl P1-Puffer
resuspendiert. In diesem Puffer ist tRNAse enthalten, welche tRNA abbaut. Danach
wird zuna¨chst 250 µl P2-Puffer zugegeben und vorsichtig geschwenkt. In diesem Schritt
wird die Zellmembran lysiert und Proteine, chromosomale und BAC-DNA denaturiert.
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Darauf folgend wird 350 µl N3-Puffer zugefu¨gt und ebenfalls leicht geschwenkt. Dieser
Puffer stellt Hochsalzbedingungen her und neutralisiert den pH-Wert. Weiterhin wer-
den Proteine, chromosomale DNA und Zellreste pra¨zipitiert. Nun erfolgt eine weitere
Zentrifugation fu¨r 10 Minuten bei 13.000 U/min. Der U¨berstand, in dem sich nun die
BAC-DNA befindet, wird abgenommen und auf die QIAprep spin colum (Eppendorf-
gefa¨ß mit Sa¨ule) gegeben. Die Sa¨ule wird fu¨r eine Minute bei 4.000 U/min zentrifugiert.
Mit 0,5 ml PB-Puffer wird die Sa¨ule gewaschen und erneut fu¨r eine Minute bei
4.000 U/min zentrifugiert. Ein zweiter Waschschritt mit 0,75 ml PE-Puffer und eine
Zentrifugation von einer Minute bei 4.000 U/min schließt sich an. Wa¨hrend dieser Wasch-
schritte werden Endonukleasen und Salze entfernt. Eine zusa¨tzliche Zentrifugation bei
13.000 U/min fu¨r eine Minute entfernt die Waschpuffer.
Die Sa¨ule wird nun in ein 1,5ml-Eppendorfgefa¨ß gestellt. Nach Zugabe von 50 µl Aqua
bidest. wird die Sa¨ule fu¨r eine Minute bei 10.000 U/min zentrifugiert, wobei die DNA
von der Sa¨ule eluiert wird.
Die so gewonnene BAC-DNA kann bei -20◦C dauerhaft gelagert werden. Mittels eines
Photometers kann nun noch der DNA-Gehalt bestimmt werden.
Mikrosezierungssonden
Durch Mikrosezierung erha¨lt man DNA-Banken aus chromosomalen Teilbereichen oder
ganzen Chromosomen, aus denen dann die beno¨tigten Sonden hergestellt werden ko¨nnen.
Dies wird am Institut fu¨r Humangenetik Jena nach dem Protokoll von Rubstov und
Mitarbeitern durchgefu¨hrt (Rubtsov et al. 1996).
In Tabelle 3.3 sind die hier verwendeten Mikrosezierungssonden aufgefu¨hrt.
Sondenbezeichnung chromosomale Region Referenz
wcp 1–12,14,16,17 gesamtes Chromosom (Senger et al. 1998)
pcp 1p,1q,7p,7q,
16p,16q
gesamter p- bzw. q-Arm des
entsprechenden Chromosoms
(Liehr und Claussen 2002)
MCB 1,7,9,11 verschiedene DNA-Banken des
entsprechenden Chromosoms
(Liehr et al. 2002)
(Weise et al. 2008)




Kommerziell erha¨ltliche Sonden werden gebrauchsfertig geliefert, bezogen u¨ber die Firma
Abbott (ehemals Vysis).
Eingesetzt wurden Subtelomersonden fu¨r die Chromosomenarme 1p, 2q, 7p und 7q
und eine Sonde fu¨r Zentromer 7.
Sonden-Mixe
Verschiedene Sonden-Mixe wurden am Institut fu¨r Humangenetik Jena etabliert und
entsprechend der Fragestellung eingesetzt.




M-FISH wcp1-22,X,Y (Senger et al. 1998)
sc-Mix 11 p- und q-Arm-spezifische Sub-
telomersonden und Subzentro-
mer-BAC fu¨r p- und q-Arm des
Chromosoms 11
nicht publizierte Arbeiten
und (Starke et al. 2003)
Tabelle 3.4.: verwendete Sondenmixe
3.2.2. Polymerase-Ketten-Reaktion
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR, aus dem Englischen: polymerase chain reaction)
ermo¨glicht die nahezu exponentielle Vervielfa¨ltigung von geringen DNA-Mengen (Saiki
et al. 1985).
Zur Durchfu¨hrung einer PCR beno¨tigt man eine thermostabile Polymerase (Taq-
Polymerase aus dem Bacterium Thermophilus aquaticus), die eine 5′ → 3′–Polymerase
entha¨lt, deren Aktivita¨tsoptimum bei 72◦C liegt. Weiterhin werden Puffer, Nukleotide,
ein Oligonukleotid-Primer und Ausgangs-DNA (template-DNA) beno¨tigt.




1. Denaturierung: Bei 92◦–98◦C erfolgt die Trennung der
doppelstra¨ngigen DNA in zwei Einzel-
stra¨nge.
2. Anlagerung der Primer (Annealing): Bei ca. 56◦C lagern sich die Oligonukle-
otidprimer an die DNA-Einzelstra¨nge.
3. DNA-Synthese (Elongation): Bei 70◦–74◦C beginnt die Taq-Polymer-
ase ab dem Primer mit der komplemen-
ta¨ren Erga¨nzung des DNA-Stranges.
Man kann sowohl spezifische Primerpaare nutzen, die einen ganz bestimmten Genab-
schnitt amplifizieren, als auch unspezifische, die einen unbekannten Genabschnitt oder
auch das gesamte Genom vervielfa¨ltigen.
Die fu¨r diese Arbeit durchgefu¨hrten PCRs wurden immer unter sterilen Bedingun-
gen an der Werkbank vorbereitet. Auch sa¨mtliche Lo¨sungen fu¨r die PCR wurden hier
hergestellt und portioniert, um sie Nuklease- und Fremd-DNA-frei zu halten.
Die PCR-Reaktionen wurden in PTC-200 Thermocyclern (Peltier Thermo Cycler von
Biozym Diagnostik GmbH) durchgefu¨hrt.
DOP-PCR
Bei der DOP-PCR werden degenerierte Oligonukleotid-Primer (DOP-Primer) (Telenius
et al. 1992) eingesetzt, die unspezifisch binden und daher zur Vervielfa¨ltigung unbekann-
ter DNA-Sequenzen genutzt werden ko¨nnen.
Die eingesetzten Oligonukleotidprimer sind 22 Basenpaare lang und enthalten eine
variable Region aus 6 zufa¨llig gewa¨hlten Nukleotiden (N), die wiederum von spezifi-
schen Basen flankiert werden (Bohlander et al. 1992). Daraus ergibt sich folgende Pri-
mersequenz: 5′ CCG ACT GCA GNN NNN NAT GTG 3′. Die hier gewa¨hlte niedrige
Annealing-Temperatur von 25◦C ermo¨glicht eine Bindung des Primers an vielen Stellen
des Genoms.
Die eingesetzte Sequenase ist thermoinstabil und wird nach jedem Denaturierungs-
schritt temperaturbedingt zersto¨rt und muss daher immer wieder zugegeben werden.
Dies gilt allerdings nur fu¨r die ersten 3 Zyklen, fu¨r die restlichen 31 Zyklen wird einma-
lig die hitzestabile Taq-Polymerase eingesetzt.
Zu Beginn werden in ein 0,5 ml-Eppendorfgefa¨ß 1,63 µl Lo¨sung A (alle Lo¨sungen siehe
Tabelle 3.5, na¨chste Seite) vorgelegt und 3,37 µl DNA zugegeben. Das DOP-Programm
wird gestartet und der erste Denaturierungsschritt la¨uft ab. Dann werden in den na¨chsten
3 Zyklen jeweils 0,24 µl von Lo¨sung B zugefu¨gt. Im letzten Schritt werden 45 µl von
19
Material und Methoden
Lo¨sung C und 5 µl von Lo¨sung D zugegeben. Nun beginnen die Hochtemperaturzyklen
(Ablauf siehe Tabelle 3.6, na¨chste Seite).
Komponenten Menge pro Sonde
Lo¨sung A
DNA 3,37 µl





Sequenase Dilution Buffer 0,25 µl
Lo¨sung C
Aqua ad iniectabilia 34,23 µl





Aqua ad iniectabilia 4,2 µl





Tabelle 3.5.: Ansatz fu¨r DOP-PCR
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Zyklus Temperatur Zeit Beschreibung
1 92◦C 5 min initiale Denaturierung
2 25◦C 2:20 min Zugabe Lsg. B, Primer-Annealing
3 34◦C 2 min Elongation
4 90◦C 1 min Denaturierung
Zyklen 2–4 werden zweimal wie-
derholt
5 30◦C 2:20 min Zugabe Lsg. C, Primer-Annealing
6 92◦C 1 min Denaturierung
7 56◦C 2:20 min Zugabe Lsg. D, Primer-Annealing
8 70◦C 2 min Elongation
9 0,1◦ pro Sekunde bis 74◦C
10 92◦C 1 min Denaturierung
11 56◦C 1 min Primer-Annealing
12 70◦C 2 min Elongation
13 0,1◦ pro Sekunde bis 74◦C
Zyklen 11–13 werden 31x wieder-
holt
14 72◦C 10 min Elongation
15 4◦C Reaktionsstopp, 4◦C bis zum Ab-
bruch
Tabelle 3.6.: Ablauf DOP-PCR
Nach Beenden des DOP-Programmes ha¨lt der Cycler eine Temperatur von 4◦C.
Es werden 1 µl EDTA zur Stabilisierung der DNA gegenu¨ber Nukleasen zugegeben.
Die Proben ko¨nnen weiterverarbeitet oder bei -20◦C gelagert werden.
Reamplifizieren
Zur weiteren Vervielfa¨ltigung und zur Erho¨hung der DNA-Konzentration wird eine Re-
amplifizierungs-PCR durchgefu¨hrt. So kann man die DNA aus dieser PCR nutzen und
muss nach Aufbrauchen keine aufwendige DOP-PCR durchfu¨hren. Hierbei wird eben-
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falls der in Abschnitt 3.2.2 bereits aufgefu¨hrte DOP-Primer eingesetzt. Weiterhin wird
ausschließlich Taq-Polymerase genutzt, so dass die 30 Zyklen ohne Unterbrechung durch-
laufen ko¨nnen. Tabelle 3.7 zeigt das Reamp-PCR-Schema.
Zyklus Temperatur Zeit Beschreibung
1 92◦C 3 min initiale Denaturierung
2 91◦C 1 min Denaturierung
3 56◦C 1 min Primer-Annealing
4 70◦C 2 min Elongation
Zyklen 2–4 wiederholen sich 29x
5 72◦C 5 min
6 4◦C Reaktionsstopp, 4◦C bis zum Ab-
bruch
Tabelle 3.7.: Reamp-PCR-Schema
Die Lagerung dieser Proben erfolgt ebenfalls bei -20◦C.
Markierungs-PCR
In die nun amplifizierte DNA werden in der Markierungs-PCR modifizierte Nukleotide
eingebaut. Diese Nukleotide sind entweder direkt mit Fluorochromen gekoppelt oder
es sind Haptene (Biotin-16-dUTP, Digoxigenin-11dUTP) gebunden, die spa¨ter indirekt
markiert werden (siehe Abschnitt 3.3.4). Auch bei dieser PCR kommt der bereits in Ab-
schnitt 3.2.2 erwa¨hnte DOP-Primer zum Einsatz. Der eingesetzte Nukleotidmix (
”
Label-
mix“) beinhaltet 1mM dTTP und je 2mM dGTP, dCTP und dATP. Durch die geringere
Konzentration an dTTP wird dUTP (gekoppelt mit den entsprechenden Fluorochromen
bzw. Haptenen) besser eingebaut.
Die Tabellen 3.8 bzw. 3.9 zeigen die zur direkten Markierung verwendeten Fluoro-
chrome bzw. die zur indirekten Markierung eingesetzten Haptene.









Tabelle 3.8.: Fortsetzung und Legende auf der nachfolgenden Seite.
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Molecular Probes 587 612
Tabelle 3.8.: Fluorochrome fu¨r die direkte Markierung

















Tabelle 3.9.: Fluorochrome fu¨r die indirekte Markierung
Die Markierungs-PCR beno¨tigt die in Tabelle 3.10 angezeigten Komponenten. Die
Zyklusparameter sind die gleichen wie auch schon bei der Reamplifizierungs-PCR ange-
geben (siehe Tabelle 3.7, Seite 31).
Komponenten Menge pro Sonde
Aqua ad iniectabilia 12,08 µl
DOP-Primer 1 µl
Label-Mix 2 µl
10x PCR-Puffer 2 µl
MgCl2 2 µl
AmpliTaq DNA-Polymerase 0,12
Tabelle 3.10.: Fortsetzung und Legende auf der nachfolgenden Seite.
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Tabelle 3.10.: Ansatz fu¨r Markierungs-PCR
Die markierte DNA wird nun gefa¨llt (siehe Abschnitt 3.2.4), in Dextransulfat gelo¨st
und kann genutzt oder bei -20◦C gelagert werden.
3.2.3. Nick-Translation
Eine weitere Mo¨glichkeit, DNA zu markieren, ist die Nick-Translation, die erstmals von
Rigby et al. (Rigby et al. 1977) beschrieben wurde. In einen DNA-Doppelstrang werden
mit Hilfe des Enzyms DNAse I und der nukleolytischen Aktivita¨t der DNA-Polymerase I
(Kronberg-Polymerase) DNA-Strangbru¨che (
”
Nicks“) gesetzt. Die polymerisierende Ak-
tivita¨t der DNA-Polymerase I repariert mit den zuvor zugegebenen Nukleotiden diese
Strangbru¨che und baut auf diesem Weg die markierten Nukleotide ein. Diese Reaktion
la¨uft fu¨r 90 Minuten bei 15◦C. Danach wird 1 µl EDTA zugegeben und der Ansatz fu¨r
10 Minuten bei 60◦C belassen, wobei die Reaktion abgestoppt wird. Die Komponenten
fu¨r die Nick-Translation sind nachfolgend aufgefu¨hrt:
Ansatz fu¨r direkte Markierung:
9 µl Aqua ad iniectabilia
4 µl Nick-Translations-Mix (Roche), entha¨lt Puffer und Enzyme
4 µl des gewu¨nschten Fluorochroms, entha¨lt dATP,dGTP,dCTP, in geringer
Menge dTTP und markiertes dUTP (siehe Tabelle 3.8)
3 µl Ausgangs-DNA (aus reamp-PCR, siehe Abschnitt 3.2.2)
Ansatz fu¨r indirekte Markierung:
13 µl Aqua ad iniectabilia
4 µl Biotin-16-dUTP-Nick-Translationskit (Roche), entha¨lt Nukleotide, Enzyme,
Puffer
3 µl Ausgangs-DNA (aus Reamp-PCR, siehe Abschnitt 3.2.2)
Die markierte DNA wird nun gefa¨llt (siehe Abschnitt 3.2.4), in Dextransulfat gelo¨st




Zur Aufreinigung und Ho¨herkonzentrierung der markierten DNA wird eine Alkohol-
pra¨zipitation durchgefu¨hrt.
Zu jeder Probe werden 10 µl tRNA (zur Erho¨hung der DNA-Konzentration), 5 µl 3M
Natriumacetat und 90 µl absoluter Alkohol (EtOHabs) zugefu¨gt. Die Proben werden fu¨r
20 Minuten bei -80◦C oder fu¨r mindestens 2 Stunden (bis maximal u¨ber Nacht) bei -20◦C
belassen. Danach erfolgt eine Zentrifugation fu¨r 20 Minuten bei 4◦C und 15.000 U/min.
Der U¨berstand wird verworfen und die Probe fu¨r ca. 10 Minuten in der Vakuumzen-
trifuge (Speed Vac, Savant) getrocknet. Die Probe wird dann in Dextransulfat gelo¨st,
entsprechend der gewu¨nschten Endkonzentration wird eine bestimmte Menge zugegeben:
• BAC-Sonden: 12 µl Dextransulfat
• wcp- und pcp-Sonden: 20 µl Dextransulfat
Zum Lo¨sen werden die Proben fu¨r mindestens 30 Minuten bei 37◦C auf dem Schu¨ttler
belassen. Danach ko¨nnen sie genutzt oder bei -20◦C gelagert werden (Sambrook et al.
1989).
3.3. Fluoreszenz in situ Hybridisierung
Die FISH wurde durchgefu¨hrt nach (Liehr 2009).
3.3.1. Pepsinbehandlung
Reagenzien fu¨r die Pepsinbehandlung
Pepsinstammlo¨sung:
1% 1 N HCl (95 ml Aqua dest. + 5 ml 0,2 N HCl)
0,5% Pepsin-Stocklo¨sung (1 g Pepsin (Sigma) auf 50 ml Aqua dest.)
portionieren zu je 500 µl und lagern bei -20◦C
PBS:
47,75 g PBS Dulbecco
5 l Aqua dest.
Postfixationslo¨sung:
500 µl Paraformaldehyd (2g Paraformaldehyd-Pulver (Sigma)





Um eine erfolgreiche Hybridisierung durchfu¨hren zu ko¨nnen, ist ein mo¨glichst plas-
mafreies Pra¨parat erforderlich. Die Einwirkung proteinverdauender Enzyme (wie z.B.
Pepsin) fu¨hrt dazu, dass das Plasma durchla¨ssiger fu¨r die Sonden-DNA und somit we-
niger sto¨render Hintergrund erzeugt wird. Eine zu lange Einwirkungsdauer des Pepsins
kann allerdings zur Zersto¨rung der Chromosomen oder sogar zu deren Ablo¨sung vom
Objekttra¨ger fu¨hren. Darum wird im Anschluss ein Postfixationsschritt durchgefu¨hrt.
Die HCl-Lo¨sung (1%-ig) wird im Wasserbad auf 37◦C vorgeheizt, erst dann gibt man
500 µl der Pepsinstammlo¨sung dazu. Sofort werden die Objekttra¨ger in die Lo¨sung ge-
stellt und fu¨r exakt 5 Minuten so belassen. Es folgt ein Waschschritt in 1xPBS bei
Raumtemperatur fu¨r 5 Minuten. Dann wird der Postfixationsschritt durchgefu¨hrt, wo-
bei der Objekttra¨ger mit 100 µl Postfixationslo¨sung fu¨r 10 Minuten u¨berschichtet wird.
Daran schließt sich ein zweiter Waschschritt in 1xPBS fu¨r 5 Minuten an. Zum Schluss
wird der Objekttra¨ger in einer aufsteigenden Alkoholreihe (je 3 Minuten in 70%, 95%




2 g Dextransulfat (Sigma)
2 ml 20xSSC (GibcoBRL)
2 ml 0,5 M Natriumphosphat (Merck)
5 ml deionisiertes Formamid (Sigma)
auf 10 ml mit Aqua dest. auffu¨llen und ca. 3 h bei 70◦C lo¨sen
70 %iges Formamid:
140 ml Formamid (Merck)
20 ml 20xSSC (Gibco BRL)
40 ml Aqua dest.
mit 1N HCl auf pH 7,0–7,5 einstellen
Cot-1 DNA (100 µg; Roche)
50 µl Cot-1 DNA in einem 0,5 ml Eppendorfgefa¨ß mit doppeltem Volumen
EtOHabs versetzen, in der Speed Vac (Savant) eintrocknen und bei -20
◦C
lagern
Dieser Schritt der Doppelstrangtrennung in Einzelstra¨nge ist notwendig, damit die
Sonden-DNA an die Ziel-DNA (Untersuchungsmaterial auf dem Objekttra¨ger) binden
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kann. Daher muss die Denaturierung sowohl auf dem Objekttra¨ger als auch an der
Sonden-DNA stattfinden.
Denaturierung auf dem Objekttra¨ger
Die Denaturierung erfolgt mit Hilfe von Formamid, da es die Stabilita¨t der DNA-Stra¨nge
herabsetzt und daher eine niedrigere als die sonst notwendige Denaturierungstemperatur
gewa¨hlt werden kann, wodurch die Chromosomenstruktur weniger stark bescha¨digt wird.
Die Objekttra¨ger werden auf der Heizplatte bei 72◦C mit 100 µl 70% Formamid
u¨berschichtet und fu¨r 3–5 Minuten belassen. Es zeigte sich, dass sich einige der Leuka¨mie-
fa¨lle und auch die Zelllinien erfolgreicher hybridisieren lassen, wenn sie zuvor fu¨r 5 Mi-
nuten denaturiert wurden. Im Anschluss werden die Objekttra¨ger fu¨r 3 Minuten in
-20◦C - kaltem 70% Alkohol belassen, um eine Renaturierung zu verhindern. Daran schlie-
ßen sich jeweils 3 Minuten in 95% Alkohol und EtOHabs und die Lufttrocknung an.
Die Objekttra¨ger sollten optimal erst kurz vor der Hybridisierung denaturiert werden,
um das Renaturieren zu vermeiden.
Denaturierung der Sonden-DNA
Die Denaturierung erfolgt entsprechend der Sonden in zwei verschiedenen Programmen,
die mit Hilfe eines Thermocyclers durchgefu¨hrt werden:
Programm PREHYB:
1. 75◦C fu¨r 5 Minuten: Denaturierung
2. 4◦C fu¨r 2 Minuten: Abku¨hlung
3. 37◦C fu¨r 30 Minuten: Pra¨hybridisierung
Programm DIREKT:
1. 72◦C fu¨r 5 Minuten: Denaturierung
2. 4◦C bis zur Entnahme der Proben aus dem Cycler (verhindert Renaturierung)
Da die Sonden in Dextransulfat gelo¨st sind, welches unter anderem Formamid entha¨lt,
ko¨nnen sie wie auch die Objekttra¨ger bei geringerer Temperatur denaturiert werden.
Zusa¨tzlich kommt COT-DNA zum Einsatz. Sie entha¨lt hochrepititive Sequenzen (der
Alu- und L1-Familie), die die hochrepititiven Sequenzen auf der Sonden-DNA abblockt,
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um unspezifische Bindungen zu verhindern. Die COT-DNA wurde entsprechend der
gewu¨nschten Endmenge mit doppelter Menge EtOHabs versetzt und in einer Vakuum-
zentrifuge (Speed Vac, Savant) eingetrocknet. Entsprechend der Anzahl und Art der
Sonden variiert das Volumen Dextransulfat und COT-DNA, die eingesetzt werden. Bei
Zentromersonden wird keine COT-DNA eingesetzt, da sonst die hochrepititiven Sequen-
zen der Zentromere abgeblockt werden wu¨rden.
Fu¨r Leuka¨miefa¨lle und Zelllinien werden meist 2 wcp-Sonden und 2 bis 3 BAC-Sonden
gemeinsam hybridisiert. Der Ansatz fu¨r ein Hybridisierungsfeld auf dem halben Objekt-
tra¨ger (24x24 mm) ist dann folgender:
• 15 µg COT-DNA, 3µl pro wcp-Sonde, 3,5µl bis 4µl pro BAC-Sonde
(Denaturierungsprotokoll PREHYB)
Fu¨r weitere Sonden auf einem Hybridisierungsfeld von 24x24 mm gilt:
• MCB: 15 µg COT-DNA, 5 µl Sonde, 5µl DS
(Denaturierungsprotokoll PREHYB)
• M-FISH: 25 µg COT-DNA, 6 µl Sondenmix, 4µl DS
(Denaturierungsprotokoll PREHYB)
• Zentromersonden,Subtelomersonden: 0,9 µl Sonde, 8,2 µl Hybridisierungspuffer(Abott)
(Denaturierungsprotokoll DIREKT)
3.3.3. Hybridisierung
Die nun denaturierten Sonden werden auf den ebenfalls denaturierten Objekttra¨ger
aufgetragen und mit einem 24x24 mm-Deckglas luftblasenfrei abgedeckt. Um ein Aus-
trocknen zu vermeiden, werden die Ra¨nder mit Fixogum (Marabu) abgedichtet. Die so
pra¨parierten Objekttra¨ger werden in einer feuchten Kammer im 37◦C-Brutschrank in-
kubiert. Leuka¨miefa¨lle und Zelllinien zeigen ein hochwertigeres Hybridisierungsergebnis,
wenn sie zwei Na¨chte (ca. 40 Stunden) im Brutschrank belassen werden.
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3.3.4. Waschung und Detektion
Reagenzien zur Waschung und Detektion
50%iges Formamid:
250 ml Formamid (Merck)
50 ml 20xSSC (GibcoBRL)
200 ml Aqua dest
mit 1N HCl auf pH 7,0–7,5 einstellen
2xSSC:
50 ml 20x SSC
450 ml Aqua dest.
mit 1N HCl auf pH 7,0–7,5 einstellen
4xSSC/Tw:
100 ml 20xSSC
400 ml Aqua dest.
250 µl 0,05%-iges Tween 20 (Sigma)
mit 1N HCl auf pH 7,0–7,5 einstellen
4x SSCTM:
0,1 g fettfreie Trockenmilch (Marvel)
2 ml 4xSSCTw
vortexen, bei 1.500 U/min fu¨r 5 min zentrifugieren (oberste Schicht
entfernen)
Die Waschung erfolgt zur Entfernung unspezifischer Signale und des Hintergrundes.
Allerdings mu¨ssen die Parameter eingehalten werden, um die erwu¨nschten Signale nicht
abzuschwa¨chen oder zu entfernen. Zur Waschung der Leuka¨miefa¨lle und Zelllinien emp-
fiehlt sich das sogenannte Langwaschen, da dies nicht zu stringent ist.
Zu Beginn wird das Deckglas vorsichtig vom Objekttra¨ger entfernt. Die ersten Wasch-
schritte durchlaufen folgendes Protokoll:
1. 3x 5 Minuten 50% Formamid bei 42◦C
2. 3x 5 Minuten 2xSSC bei 42◦C
3. ca. 2 Minuten 4xSSC/Tw bei Raumtemperatur (auf Schu¨ttler)
Fu¨r indirekt markierte Sonden (siehe Abschnitt 3.9) folgt anschließend das Abblo-
cken unspezifischer Bindungsstellen der Antiko¨rper, in dem der Objekttra¨ger mit 100 µl
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4xSSCTM u¨berschichtet und fu¨r 15 Minuten im 37◦C-Brutschrank belassen wird. Dar-
auf erfolgt erneut ein Waschschritt fu¨r ca. 2 bis 3 Minuten in 4xSSC/Tw auf dem
Schu¨ttler. Dann wird der Objekttra¨ger mit 85 µl der Antiko¨rperlo¨sung (siehe Tabel-
le 3.11) u¨berschichtet und erneut im 37◦C Brutschrank fu¨r ca. 40 Minuten inkubiert.
Antiko¨rper(Ak) verwendete Menge Antiko¨rper
(gelo¨st in 90 µl 4x SSC/Tw)
Antidig-Rhodamine 7 µl (Ak gegen Digoxigenin)
SA-Cy5 4 µl (Ak gegen Biotin)
SA-Fitc 1 µl (Ak gegen Biotin)
Tabelle 3.11.: Verwendete Antiko¨rperlo¨sungen. Die Antiko¨rper werden vor dem Auftragen fu¨r 3 Minuten
bei 10.000 U/min zentrifugiert.
Nun folgt ein weiterer Waschschritt fu¨r zweimal 5 Minuten in 4xSSC/Tw auf dem
Schu¨ttler. An dieser Stelle fa¨hrt man auch fort, wenn man direkt markierte Sonden hat,
da man die Detektion mit Antiko¨rpern u¨berspringen kann. Die Objekttra¨ger werden
noch kurz in Aqua dest. auf dem Schu¨ttler gewaschen und Durchlaufen die aufsteigende
Alkoholreihe (je 3 Minuten in 70%, 95% und EtOHabs) zur Dehydrierung, um anschlie-
ßend im Dunkeln zu Trocknen.
Zur Darstellung der Chromosomen wird DAPI (4′-6′-Diamidino-2′-Phenylindol, gelo¨st
in Antifade-Vectashild Mounting Medium) eingesetzt. Ein blauer Fluoreszenzfarbstoff,
der eine GTG-a¨hnliche Ba¨nderung (Giemsafa¨rbung) erzeugt und so die Unterscheidung
der Chromosomen anhand ihrer Ba¨nderung ermo¨glicht. Fu¨r Leuka¨miefa¨lle und Zelllini-
en wurden zusa¨tzlich wcp-Sonden eingesetzt, da ha¨ufig eine Ba¨nderung nicht mehr zu
erkennen ist. Auf einen Objekttra¨ger werden ca. 40 µl DAPI gegeben und dieser wird
mit einem 24x60 mm-Deckglas eingedeckt.
3.3.5. Aufnehmen und Auswerten
Der so behandelte Objekttra¨ger kann nun unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet
werden. Es wurde ein Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Jena) mit speziellem Fil-
terset (DAPI, SG, SO, TR, Cy5, DEAC) und einer angeschlossenen CCD-Videokamera
genutzt. Die Bearbeitung und Auswertung der aufgenommen Bilder erfolgte mit Hilfe der





In der vorliegenden Arbeit wurden Zellsuspensionen von insgesamt zwo¨lf Tumorpati-
enten und sechs Tumorzelllinien molekularzytogenetisch mittels BACs untersucht, um
die exakte Lage der Bruchpunkte identifizieren zu ko¨nnen und einen Vergleich mit der
Fragile Sites-Lage vorzunehmen. Die Befunderstellung der zytogenetischen Chromoso-
menvera¨nderungen der untersuchten klinischen Fa¨lle erfolgte im Institut fu¨r Humange-
netik Jena.
Im Folgenden werden die Ergebnisse dargestellt. Tabelle 4.1 zeigt zusammenfassend








Tabelle 4.1.: Zusammenfassung der Kartierungsergebnisse
4.1.1. Neoplasie-assoziierte Bruchpunkte mit exakter
BAC-Kartierung
Tabelle 4.2 (siehe na¨chste Seite) zeigt zusammenfassend die molekularzytogenetische
Kartierung und die zytogenetische Karyotypisierung der zwei Bruchpunkte, die mittels



















98211 17q23 t(1;17)(p36.3;q23) 57.418.528–57.650.888/
RP11-342K2,RP11-51L5
232.360
Tabelle 4.2.: Darstellung der molekularzytogenetischen Kartierung der Tumorbruchpunkte und des Ka-
ryotyps der untersuchten Fa¨lle, bei denen eine exakte Kartierung mo¨glich war. Des Wei-
teren Angabe der Gro¨ßenausdehnung des Bruchpunktes.
Kartierung des Falls 05456
Bei dieser Patientin mit AML lag folgender zytogenetisch bestimmter Karyotyp vor:
47,XX,t(1;9)(p?;q22),+11/46,XX. Im Laufe der Kartierung erwies sich der untersuch-
te Bruchpunkt, der in 9q22 erwartet wurde, als in 9q13 liegend von 70.320.668 bis
70.406.895 bp mit einer Gro¨ßenausdehnung von 86.227 bp. Als Bruchpunkt-BACs wur-
den RP11-274B18 (von 70.320.668 bis 70.488.660 bp) und RP11-639J8 (von 70.406.270
bis 70.406.895 bp) identifiziert. Chromosom 9 wurde mit wcp 9 dargestellt, um es besser
aufzufinden. Die Abbildung 4.1 zeigt Chromosom 9 gefa¨rbt in DEAC (hellblau) und die
Bruchpunkt-BACs RP11-274B18 mit dig-Antidig-rhodamin (rot) bzw. RP11-639J8 mit
bio-SA-FITC (gru¨n) detektiert. Beide BACs hybridisieren sowohl am Chromosom 9 als
auch am translozierten Teil des Chromosoms 9.
Abbildung 4.1.: Abgebildet sind die beiden Translokationschromosomen 1 und 9 und das intakte Chro-
mosom 9. Die beiden Bruchpunkt-BACs RP11-274B18 (rot) und RP11-639J8 (gru¨n)
hybridisieren an beiden Grenzen des Translokationsbruches.
32
Ergebnisse
Die Abbildung 4.2 stellt noch einmal schematisch die Translokation dieses Falles und
die Hybridisierungsstellen der Bruchpunkt-BACs dar.
Abbildung 4.2.: Schematische Darstellung der Translokation t(1;9)(p?;q22) (Chromosom 1 tu¨rkis, Chro-
mosom 9 blau) des Falles 05456 mit Einzeichnung der Bindungsstellen der Bruchpunkt-
BACs (Graphik: www.cydas.org).
Die Abbildungen 4.3 und 4.4 (siehe Seite 48) zeigen beispielhaft die Anna¨herung an
den Bruchpunkt. In Abbildung 4.3 sieht man den BAC RP11-350E12 (rot, Lage von
87.746.467 bis 87.953.761 bp) am translozierten Teil von Chromosom 9 binden, in Ab-
bildung 4.4 die BACs RP11-21H4 (rot,69.118.555 bis 69.291.653 bp) und RP11-88I18
(gru¨n, 70.163.371 bis 70.343.347 bp) am Chromosom 9 direkt binden.
Abbildung 4.3.: Abgebildet sind die beiden Translokationschromosomen 1 und 9 und das intakte Chro-
mosom 9. Der BAC RP11-350E12 (rot) hybridisiert am intakten Chromosom 9 und am
translozierten Teil des Chromosoms 9, jedoch nicht am Translokationschromosom 9.
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Abbildung 4.4.: Abgebildet sind die beiden Translokationschromosomen 1 und 9 und das intakte Chro-
mosom 9. Die BACs RP11-21H4 (rot) und RP11-88I18 (gru¨n) hybridisieren im Grenz-
bereich des Translokationsbruches, jedoch nicht im translozierten Teil des Chromosoms
9.
Kartierung des Falls 98211
Der bei diesem Fall nach zytogenetischer Diagnose festgestellte Karyotyp lautet:
46,XY,t(1;17)(p36.3;q23)/46,XY. Beim Patienten lag ein V.a. anaplastische Ana¨mie mit
DD MDS vor. Als Bruchpunkt-BACs fu¨r den Bruch in 17q23 konnten RP11-342K2
(von 57.418.528 bis 57.473.361 bp) und RP11-51L5 (von 57.650.482 bis 57.650.888 bp)
bestimmt werden. Der Bruch erstreckt sich von 57.418.528 bis 57.650.888 bp mit einer
Gro¨ße von 232.360 bp.
Fu¨r den BAC RP11-51L5 (detektiert in dig-Antidig-rhodamin in rot) ist in Abbil-
dung 4.5 dargestellt, wie diese Sonde sowohl an Chromosom 17 als auch im translo-
zierten Teil von Chromosom 17 bindet. Chromosom 17 ist in DEAC (wcp17, hellblau),
Chromosom 1 in bio-SA-FITC (wcp1, gru¨n) detektiert.
Abbildung 4.5.: Abgebildet sind die beiden Translokationschromosomen 1 (gru¨n) und 17 und jeweils
das intakte Chromosom 1 und 17. Der Bruchpunkt-BAC RP11-51L5 (rot) hybridisiert
im Grenzbereich des Translokationsbruches, sowohl am Chromosom 17 als auch am
translozierten Teil desselben Chromosoms.
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Die Abbildung 4.6 stellt noch einmal schematisch die Translokation dieses Falles und
die Hybridisierungsstellen der Bruchpunkt-BACs dar.
Abbildung 4.6.: Schematische Darstellung der Translokation t(1;17)(p36.3;q23) (Chromosom 1 tu¨rkis,
Chromosom 17 gru¨n) des Falles 98211 mit Einzeichnung der Bindungsstellen der
Bruchpunkt-BACs (Graphik: www.cydas.org).
4.1.2. Neoplasie-assoziierte Bruchpunkte mit Teilkartierung
In Tabelle 4.3 (siehe na¨chste Seite) ist die molekularzytogenetische Bruchpunktkartie-
rung der Fa¨lle bzw. Zelllinien, fu¨r die nur eine Grenze des Bruchpunktes identifiziert
werden konnte, dargestellt. Ebenso angegeben ist die zytogenetische Chromosomen-
vera¨nderung, die den bereits angegebenen Referenzen entnommen wurde und die ent-
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Die Abbildungen 4.7 und 4.8 zeigen beispielhaft fu¨r den Fall 04336 mit dem Bruch-
punkt in 9q22, wo die verschieden BACs entsprechend der Bruchpunktlage hybridisieren.
Der BAC RP11-350E12 (rot, von 87.746.467 bis 87.953.761 bp) bindet am Chromosom
9 (Abb. 4.7), die BACs RP11-21H4 (rot, von 69.118.555 bis 69.291.653 bp) und RP11-
16N10 (gru¨n, von 70.969.027 bis 71.136.721 bp) liegen innerhalb der Deletion und er-
scheinen auf dem Chromosom 9 mit der Deletion nicht (Abb. 4.8).
Abbildung 4.7.: Abgebildet sind das intakte und das Chromosom 9 mit Deletion. Der BAC RP11-350E12
(rot) hybridisiert an beiden Chromosomen, da die Deletion proximal davon liegt.
Abbildung 4.8.: Abgebildet sind das intakte und das Chromosom 9 mit Deletion. Die BACs RP11-21H4
(rot) und RP11-16N10 (gru¨n) hybridisieren am deletierten (kleineren) Chromosom 9
nicht, da an dieser Stelle die Deletion lokalisiert ist. Das zweite rote Signal in beiden
Chromosomen 9 im p-Arm ist eine Kreuzhybridisierung in 9p11 des BACs RP11-21H4.
4.1.3. Neoplasie-assoziierte Bruchpunkte ohne Kolokalisation
mit Fragile Sites
Tabelle 4.4 (siehe na¨chste Seite) zeigt die Ergebnisse der Tumorbruchpunkte, bei denen





















t(5;12)(p14;q12) NCEB-1 nicht im Bereich
17.465 kbp


















del(9)(q?13q22) 01251 kein BP in 9q22
t(2;4;12)(q?37;q21;p13) 02150 kein BP in 2q37
dic(7;14)(p22;p11) 04758 kein BP in 7p22
t(5;7)(q21;p22) 99249 kein BP in 7p22
der(7)t(7;17)(q22-
32;q)
MTX140 kein BP in 7q22





Anhand der ermittelten Bruchpunktregionen konnten fu¨r die Bereiche aus Tabelle 4.2
und 4.3 mit Hilfe verschiedener Datenbanken Gene identifiziert als auch Sequenzanalysen
durchgefu¨hrt werden.
4.2.1. Gene in den Bruchpunktregionen
Fu¨r die zwei exakt kartierten Bruchpunkte (siehe Abschnitt 4.1.1) konnten Gene im
Bruchpunktbereich bestimmt werden. Hierzu wurden diverse Internetdatenbanken (NC-
BI, UCSC, Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology) zu Hilfe
genommen. In Tabelle 4.5 sind die Ergebnisse zusammengefasst. Im Anhang (siehe Seite




















































































Tabelle 4.5.: Angegeben sind die im Bruchpunktbereich der exakt kartierten Bru¨che bestimmten Gene
und deren Ausdehnung und Bezeichnung, außerdem na¨here Erkla¨rung zum tumorrelevan-
ten Gen.
Auch konnten weitere Gene in der Na¨he von Bruchpunktgrenzen in einigen der unter-



























in 12 isoform b






























































Tabelle 4.6.: Angegeben sind die in den Bruchpunktgrenzen bestimmten Gene und deren Ausdehnung
und Bezeichnung, außerdem na¨here Erkla¨rung zu tumorrelevanten Genen.
4.2.2. Sequenzanalyse
Ebenso fu¨r beide exakt kartierten Bruchpunkte (siehe Abschnitt 4.1.1) wurden Sequenz-
analysen mittels der Internetdatenbanken UCSC, RepeatMasker und Database of Ge-
nomic Variants durchgefu¨hrt. Folgende Tabellen 4.7 und 4.8 zeigen die Ergebnisse der
Recherche.
untersuchte Einheit La¨nge bzw. Prozentgehalt
Gesamtla¨nge des Bruches 86228 bp
GC-Gehalt des Bruches 41.59 %
Tabelle 4.7.: Fortsetzung und Legende auf der nachfolgenden Seite.
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Ergebnisse
untersuchte Einheit La¨nge bzw. Prozentgehalt
Basengehalt des Bruches 45.96 % (39629 bp)
SINEs 12.70 % (10955 bp)
LINEs 19.42 % (16746 bp)
Total interspersed repeats 45.18 % (38957 bp)
Tabelle 4.7.: Sequenzanalyse des Bruchpunktes in 9q13 im Fall 05456. Angegeben sind La¨nge, GC- und
Basengehalt des Bruches und die Menge der Interspersed Repeats.
untersuchte Einheit La¨nge bzw. Prozentgehalt
Gesamtla¨nge des Bruches 232361 bp
GC-Gehalt des Bruches 42.42 %
Basengehalt des Bruches 58.37 % (135633 bp)
SINEs 34.40 % (79928 bp)
LINEs 11.79 % (27396 bp)
Total interspersed repeats 57.03 % (132516 bp)
Tabelle 4.8.: Sequenzanalyse des Bruchpunktes in 17q23 im Fall 98211. Angegeben sind La¨nge, GC-
und Basengehalt des Bruches und die Menge der Interspersed Repeats.
4.2.3. Vergleichende Kartierung neoplasie-assoziierter
Bruchpunkte aus Literaturrecherchen mit Fragile Sites
Abschließend wurden Publikationen recherchiert, die mit Hilfe der array-CGH-Methodik
(siehe auch Abschnitt 2.2.3) neoplasie-assoziierte Bruchpunkte kartiert haben. Letztere
wurden mit der Lage bekannter Fragile Sites verglichen. Es wurden Tumorbruchpunkte
in jenen zytogenetischen Banden analysiert, fu¨r die bereits eine molekularzytogenetische
Kartierung entsprechender Fragile Site vorliegt. Die U¨bersicht der Ergebnisse findet sich









































































































































































































SK-N-AS (Selzer et al.
2005)















































































































































SK-N-AS (Selzer et al.
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Tabelle 4.9.: Aufgefu¨hrt sind die aus den verschiedenen Referenzen gewonnenen Kartierungen der molekulargenetisch bestimmten Tumorbruch-
punkte im Vergleich zur Lage der Fragile Sites.
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5. Diskussion
Die Diskussion ist wie folgt gegliedert: Zu Beginn wird das Vorgehen der Bruchpunkt-
kartierung mittels BACs besprochen. Im zweiten Teil erfolgt die Diskussion der verglei-
chenden Bruchpunktkartierung und in Teil drei die Datenbankanalyse weiterer neoplasie-
assoziierter Bruchpunkte.
5.1. Bruchpunktkartierung mittels FISH und BACs
Wie bereits in Abschnitt 2.1.2 bzw. 2.2 erla¨utert, bietet die Ba¨nderungszytogenetik vor
allem fu¨r die Karyotypisierung von Tumorpatienten nur relativ ungenaue Ergebnisse,
da deren Chromosomen meist in minderer Qualita¨t und schlechter Bandenauflo¨sung
vorliegen. Daraus ergab sich auch in dieser Arbeit mitunter das Problem, dass bestimmte
Bruchpunkte von ausgewa¨hlten Fa¨llen nach anfa¨nglicher Kartierung mittels BACs sich
als zytogenetisch falsch kartiert erwiesen (d.h. der Bruchpunkt an anderer Stelle als der
zuvor kartierten lag). Solche Fa¨lle/ Bruchpunkte waren fu¨r die hier vorliegende Arbeit
nicht geeignet (siehe Tabelle 4.4).
Bei der Kartierung mittels FISH und BACs beginnt man mit der Hybridisierung von
BACs, die in der Bande des Bruchpunktes binden. Im gleichen Hybridisierungsschritt
werden auch wcps bzw pcps eingesetzt, um nochmals abzusichern, dass das richtige Chro-
mosom untersucht wird, da wie oben schon erwa¨hnt die Bandenauflo¨sung oft so schlecht
ist, dass man daran allein die Chromosomen ha¨ufig kaum unterscheiden kann. Nach und
nach na¨hert man sich mit den verschiedenen BACs immer mehr dem Bruchpunkt. Man
hat den Bruchpunkt-BAC dann gefunden, wenn dieser gar nicht mehr bindet (da die
entsprechende Ziel-DNA wie z.B. bei einer Deletion nicht mehr vorhanden ist) oder, wie
z.B. bei einer Translokation, sich auf dem translozierten Teil des Chromosoms findet
bzw. sich in seltenen Fa¨llen splittet, da er den Bruchpunkt u¨berspannt.
Um sicher zu gehen, dass die BACs auch tatsa¨chlich in der erwarteten Region des
Chromosoms hybridisieren, werden sie vor der Anwendung auf Chromosomen von Tu-
morpatienten auf gesunden Chromosomen getestet und bewertet (siehe Abschnitt 3.1.1).
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Die hier beschriebene Methode der Tumor-Bruchpunktbestimmung mittels BAC-Kartierung
hat sich bereits als geeignet fu¨r Fragestellungen a¨hnlich der vorliegenden Arbeit erwiesen
(Salaverria et al. 2008,Fabris et al. 2008,Ahmad et al. 2008).
5.2. Vergleichende Kartierung neoplasie-assoziierter
Bruchpunkte und Fragile Sites
Im Abschnitt 2.3.1 wurde schon na¨her darauf eingegangen, dass aufgrund der zytogene-
tischen U¨bereinstimmung der Lage von neoplasie-assoziierten Bruchpunkten und Fragile
Sites die Vermutung nahe liegt, dass beiden Pha¨nomenen die gleiche Ursache zugrunde
liegen ko¨nnte und sie auch auf DNA-Ebene mo¨glicherweise im gleichen Bereich lokali-
siert sind. Man erhoffte sich, dass sich durch die Identifizierung der exakten Lage von
neoplasie-assoziierten Bruchpunkten und Fragile Sites Ru¨ckschlu¨sse auf die Entstehung
ebendieser finden lassen ko¨nnten (Yunis und Soreng 1984). Zuna¨chst wurde diese An-
nahme durch statistische Untersuchungen besta¨tigt (Hecht und Sutherland 1984), doch
schon bald konnten weitere Studien einen Gegenbeweis liefern und zeigen, dass Fragi-
le Sites und neoplasie-assoziierte Bruchpunkte bzw. Gene nicht unbedingt im selben
Bereich liegen (Simmers et al. 1987,Simmers und Sutherland 1988). Auch bei der Unter-
suchung von ausschließlich common Fragile Sites im Vergleich zu Tumorbruchpunkten
konnte keine einheitliche Lage beider gefunden werden (Sutherland und Simmers 1988).
Im Rahmen einer Promotionsarbeit am Institut fu¨r Humangenetik Jena wurde eine
Vielzahl von Fragile Sites molekularzytogenetisch kartiert (Mrasek 2009). Darauf aufbau-
end kann nun ein Vergleich von in vorliegender Arbeit ebenfalls molekularzytogenetisch
kartierten neoplasie-assoziierten Bruchpunkten mit diesen Fragile Sites angestellt wer-
den und gleichzeitig gepru¨ft werden, ob im Bereich dieser Tumor-Bruchpunkte fu¨r die
Tumorentstehung bedeutsame Gene oder Sequenzmotive liegen.
5.2.1. Neoplasie-assoziierte Bruchpunkte mit exakter
Kartierung
Fu¨r zwei Bruchpunkte aus Zellsuspensionen von Tumorpatienten gelang eine exakte
Bestimmung der Bruchpunktgrenzen. Somit war auch ein Vergleich mit den Fragile Sites




Neoplasie-assoziierter Bruchpunkt in 9q13
Der Fall 05456 einer Patientin mit AML wurde urspru¨nglich aufgrund der zytogeneti-
schen Kartierung ausgewa¨hlt, die eine Translokation mit einem Bruch in der Bande 9q22
angibt (t(1;9)(p?;q22)), da fu¨r diese Bande eine Fragile Site bekannt ist (FRA9D, (Ferber
et al. 2003, Mrasek 2009)). Im Verlauf der Bruchpunktanna¨herung mittels BACs zeigte
sich aber, dass sich der Bruch in 9q13 befindet. Da fu¨r diese Bande auch eine Fragile Site
bekannt ist (FRA9J, (Mrasek 2009,Borgaonkar 1994)), wurde der Fall weiterbearbeitet.
Der Bruchpunkt u¨berstreckt sich im Chromosom 9 von 70.320.668–70.406.895 bp, seine
La¨nge betra¨gt 86.227 bp. Als Bruchpunkt-BACs konnten RP11-274B18 und RP11-639J8
bestimmt werden (siehe Tabelle 4.2, Seite 45).
Ein Vergleich zur Lage der Fragile Site FRA9J la¨sst sich noch nicht vornehmen, da
diese bisher nur zytogenetisch kartiert wurde. Eine molekularzytogenetische Kartierung
steht noch aus.
Im Bruchpunktbereich fanden sich die in Tabelle 4.5 (siehe Seite 59) angegebenen Ge-
ne. Es handelt sich um Hypothetical Protein AK130904, Open Reading Frame 71 und
Phosphoglucomutase 5. Fu¨r die im Bruchpunktbereich identifizierten Gene fand sich in
der Literatur fu¨r keines eine neoplasie-assoziierte Bedeutung, so dass nach derzeitigem
Wissensstand davon ausgegangen werden kann, dass dieser Bruch in die Tumorgenese
nicht involviert ist. Jedoch ist es mo¨glich, dass eines dieser Gene in Folge der Translo-
kation als Promotor wirkt und somit eventuell ein Onkogen aktiviert.
Neoplasie-assoziierter Bruchpunkt in 17q23
Der Fall 98211, ein Patient mit V.a. anaplastische Ana¨mie mit Differentialdiagnose eines
MDS, wurde ausgewa¨hlt aufgrund eines Translokationsbruches in 17q23 (t(1;17)(p36.3;
q23)). Es konnten auch hier die Grenzen des Bruchpunktes exakt bestimmt werden. Der
Bruch u¨berstreckt sich im Chromosom 17 von 57.418.528–57.650.888 bp und hat eine
La¨nge von 232.360 bp. Als Bruchpunkt-BACs wurden RP11-342K2 und RP11-51L5
festgestellt (siehe Tabelle 4.2, Seite 45).
Die entsprechende Fragile Site der Bande 17q23 FRA17B liegt bei 55.254 kbp (Mrasek
2009). Der Tumorbruchpunkt liegt demnach distal der Fragile Site mit einem Abstand
von etwa 2 Mbp. Es besteht also eine ra¨umliche Na¨he zwischen Tumorbruchpunkt und
Fragile Site und aufgrund der bereits besprochenen Variabilita¨t der Fragile Sites muss
von einer U¨bereinstimmung gesprochen werden.
Die in Tabelle 4.5 (siehe Seite 59) aufgefu¨hrten Gene konnten im Bruchpunktbereich
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identifiziert werden. Von den fu¨r diesen Tumorbruchpunkt bestimmten Genen ist im
weitesten Sinne von Bedeutung fu¨r die Entstehung einer Tumorzelle das MED13-Gen,
welches als Genprodukt die Mediator Complex Subunit 13 bildet. Gemeinsam mit CDK8,
Cyclin C und Med12 bildet diese den CDK8-Subkomplex und kann so die aktive Tran-
skription u¨berexprimierter aktivierter Gene hemmen. Wie dies genau abla¨uft ist aller-
dings noch unklar (Knuesel et al. 2009). Die in diesem Bruchpunkt identifizierten Gene,
nach heutigem Wissensstand ohne Bedeutung fu¨r die Tumorgenese, sind Hypothetical
Protein LOC100129112, KIAA0593, LOC284167 und TBC1D3P2, wobei auch hier eine
Translokations-bedingte Verschiebung als Promotor eines Onkogens nicht ausgeschlossen
werden kann.
Sequenzanalyse der Tumorbruchpunkte 9q13 und 17q23
Die Sequenzanalysen der zuvor besprochenen Tumorbruchpunkte in 9q13 und 17q23 sind











Tabelle 5.1.: Angegeben ist der GC-Gehalt der sequenzierten Bruchpunkte und der Vergleichswert des
durchschnittlichen GC-Gehalts.
Das GC-Level trifft eine Aussage u¨ber den Guanin-Cytosin-Gehalt und damit indirekt
u¨ber den Adenosin-Thymidin-Gehalt einer Sequenz, also u¨ber die Menge der Nuklein-
basen Guanin, Cytosin, Adenosin und Thymidin im untersuchten DNA-Abschnitt. Es
ist bekannt, dass in Bereichen mit hohem AT-Gehalt geha¨uft Instabilita¨ten und Bru¨che
auftreten, so wie dies ha¨ufig bei Fragile Sites der Fall ist (Arlt et al. 2002, Ried et al.
2000, Hormozian et al. 2007). Beide hier aufgefu¨hrten Bruchpunkte weisen einen nor-
malen GC-Gehalt von 41,59% bzw. 42,42% auf. Der durchschnittliche GC-Gehalt des
menschlichen Genoms betra¨gt etwa 41% mit einer Spannweite von 36% bis 47% (Interna-
tional Human Sequencing Consortium 2001). Die sequenzierten Bruchpunkte verfu¨gen
somit auch u¨ber einen normalen AT-Gehalt innerhalb der Bruchpunktsequenz. Demnach
kann hierin keine Ursache fu¨r die Chromosomenbru¨che gesehen werden.
Die Repeat-Analyse der Sequenzen im Bruchpunktbereich ergab keine fu¨r die Tumor-
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genese relevanten Resultate. Im Anhang finden sich die vollsta¨ndigen Sequenzanalysen
beider Bruchpunkte in den Tabellen A.4 (siehe Seite XLV) bzw. A.5 (siehe Seite XLVII).
5.2.2. Neoplasie-assoziierte Bruchpunkte mit Teilkartierung
Fu¨r einen Großteil der bearbeiteten Fa¨lle bzw. Zelllinien ließ sich nur eine Grenze des
Bruchpunktes feststellen. Dies ist durch verschiedene Umsta¨nde zu begru¨nden: Die zur
Kartierung der Bruchpunkte genutzten Chromosomen konnten jeweils nur drei bis vier-
mal hybridisiert werden, da bei noch ha¨ufigerer Hybridisierung die Qualita¨t der Chro-
mosomen keine Auswertung mehr zuließ. Es mussten dann neue Objekttra¨ger mit Zell-
suspension der Patienten betropft werden. Die Zellsuspensionen wurden allma¨hlich ent-
leert, so dass keine weiteren Hybridisierungen mehr vorgenommen werden konnten. Wei-
terhin lagen einige der chromosomalen Rearrangements in Mosaiken vor, so dass nur mit
großem Aufwand die gesuchten Bru¨che zu finden waren. Die Zelllinien betreffend bestand
mehrfach eine so schlechte Qualita¨t der Chromosomen, dass eine genauere Eingrenzung
mit FISH nicht mo¨glich war.
In Tabelle 4.3 (siehe Seite 54) ist der Lagevergleich der neoplasie-assoziierten Bruch-
punkte mit den entsprechenden Fragile Sites der gleichen zytogenetischen Bande auf-
gefu¨hrt.
Fu¨r den Bruchpunkt in 7p15 ist keine Fragile Site dieser Bande bekannt und daher
auch kein Vergleich mo¨glich. Dieser Bruchpunkt wurde in beiden Fa¨llen zuna¨chst kar-
tiert, da der zytogenetisch festgestellte Karyotyp den gesuchten Bruch fu¨r beide Fa¨lle
in 7p14 angab, im Rahmen der FISH-Kartierung ergab sich aber ebenso fu¨r beide Fa¨lle,
dass der Bruchpunkt in 7p15 liegt.
Fu¨r den Bruchpunkt der Bande 9q21 ist die Fragile Site FRA9K bekannt (Mrasek
2009), es kann aber kein Vergleich vorgenommen werden , da FRA9K bisher nur zyto-
genetisch kartiert wurde.
Fu¨r vier der zehn Bruchpunkte la¨sst sich eine U¨bereinstimmung von neoplasie-assozi-
ierten Bruchpunkten mit Fragile Sites feststellen. Es sind die Bruchpunkte der Banden
1p36, 4q22 und 7p22 (Der Tumorbruchpunkt in 7p22 wurde mit zwei Fragile Sites-
Kartierungen verglichen.). Aufgrund der in der Einleitung bereits erwa¨hnten Variabilita¨t
der Lage der Fragile Sites kann bis zu einem Abstand von 2 Mbp zwischen Fragile Site
und Tumorbruchpunkt noch von einer U¨bereinstimmung gesprochen werden (Pedersen
und Jensen 1991,Callahan et al. 2003,Mrasek 2009).
Bei zwei der zehn Tumorbruchpunkte, die zum Vergleich mit einer molekularzytoge-
netisch kartierten Fragile Site herangezogen werden ko¨nnen, gibt es unzweifelhaft keine
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U¨berlappung mit der entsprechenden Fragile Site. Dies betrifft die Bruchpunkte in den
Banden 1q21 und 9q22.
Drei dieser zehn neoplasie-assoziierten Bruchpunkte, gemeint sind die Bruchpunkte der
Banden 7q22, 8q24 und 9q22 (9q22 im Vergleich mit dem Kartierungsergebnis von (Fer-
ber et al. 2003)), weisen mit hoher Wahrscheinlichkeit keine U¨bereinstimmung mit den
entsprechenden Fragile Sites auf. In diesen Fa¨llen konnte die Grenze, in deren Richtung
die Fragile Site liegt, nicht bestimmt werden. Allerdings ist der Abstand zur Fragile Site
zu groß (zwischen 7 und 11 Mbp Abstand) um anzunehmen, dass der Tumorbruchpunkt
bis dorthin weiterreicht. Die Abbildung 5.1 verdeutlicht diesen Sachverhalt schematisch
am Beispiel des Bruches in 7q22.
Abbildung 5.1.: Schematische Darstellung des Chromosoms 7. In rot die Lage der Fragile Site FRA7F,
in gru¨n die proximale Grenze des Tumorbruchpunktes in 7q22 in deutlicher Entfernung
zur Fragile Site (Graphik: NCBI).
Fu¨r einen weiteren Tumorbruchpunkt konnte nur fraglich gea¨ußert werden, ob ei-
ne U¨bereinstimmung zur entsprechenden Fragile Site vorliegt. Dies betrifft den Bruch-
punkt in 4q22. Bei diesem Bruchpunkt konnte wie schon zuvor, die Grenze, die zur
Fragile Site weist, nicht bestimmt werden. Doch im Unterschied dazu ist der Abstand
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geringer (ca. 4 Mbp), so dass unklar bleibt, ob dieser neoplasie-assoziierte Bruchpunkt
mo¨glicherweise bis zur Fragile Site reicht und mit ihr u¨berlappend liegt.
Zum Bruchpunkt in der Bande 4q22, fu¨r den zwei vergleichende Lagen angegeben sind,
muss erwa¨hnt werden, dass zur entsprechenden Fragile Site FRA4F zwei unterschiedliche
molekularzytogenetische Kartierungen zu finden sind (Rozier et al. 2004,Mrasek 2009),
so dass dadurch im Vergleich zum Tumorbruchpunkt zwei Ergebnisse resultieren.
Fu¨r den Bruch in 9q22 sind ebenfalls zwei Kartierungen fu¨r die Fragile Site FRA9D
in dieser Bande dargestellt (Ferber et al. 2003, Mrasek 2009), es ergibt sich jedoch im
Vergleich von Tumor-Bruchpunkt und Fragile Site nur ein Resultat.
Zusammenfassend la¨sst sich sagen, dass zwar nicht zu allen der untersuchten Tu-
morbruchpunkte eine Aussage zur vergleichenden Kartierung mit Fragile Sites getroffen
werden kann, aber dass man bei vier der zehn Bruchpunkte von einer molekularzytoge-
netischen U¨bereinstimmung und bei einem der zehn Bruchpunkte von einer fraglichen
U¨bereinstimmung zu den Fragile Sites ausgehen kann. Bei fu¨nf Bruchpunkten liegt keine
U¨bereinstimmung vor.
Fu¨r einige der in diesem Abschnitt besprochenen Tumorbruchpunkte konnten Gene,
die nahe der kartierten Grenze liegen, identifiziert werden (siehe Tabelle 4.6, Seite 61).
Zwei dieser Gene ko¨nnten im weitesten Sinne fu¨r die Tumorgenese von Bedeutung
sein. Das PMS2CL-Gen, welches sich im Tumorbruchpunkt der Bande 7p22 der Zelllinie
LNCaP findet, ist ein Pseudogen und a¨hnelt dem PMS2-Gen zu 98%, welches wiederum,
ist es defekt, HNPCC (Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer) verursachen kann,
da es fu¨r den Mismatch-Repair zusta¨ndig ist. Allerdings wurde bisher kein Protein zum
PMS2CL-Gen gefunden und man nimmt an, dass ein Fehlen dieses Pseudogens auch
keine Tumorerkrankung auslo¨st (Nakagawa et al. 2004,Hayward et al. 2007,Etzler et al.
2008), obwohl man dies aufgrund seiner A¨hnlichkeit zum Mismatch-Repair-Gen nicht
endgu¨ltig ausschließen sollte, da eventuell doch ein Proteinprodukt gefunden werden
ko¨nnte. Fu¨r diesen Fall ist es allerdings auszuschließen, da die untersuchte Zelllinie aus
Material eines Patienten mit metastasiertem Prostata-Karzinom hergestellt wurde und
somit nicht die Kriterien des HNPCC-Syndroms erfu¨llt.
Im Tumorbruchpunkt 9q22 des Falles 04336 (eines Patienten mit V.a. MDS) liegt das
FRMD3-Gen, welches fu¨r den nicht-kleinzelligen Lungenkrebs (NSCLC, Non-Small-Cell-
Lungcancer) als Tumorsuppressorgen agiert. Man findet dieses Gen in Lungenkrebszellen
von Patienten mit NSCLC herunterreguliert oder defekt vor (Haase et al. 2007). Beim
untersuchten Fall liegt weder diese Tumorart vor, noch wurden Lungenepithelzellen un-
tersucht. Da es sich aber hier mo¨glicherweise um ein Tumorsupressorgen handelt, kann
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fu¨r diesen Fall eine Bedeutung in der Tumorprogression nicht ausgeschlossen werden.
5.2.3. Neoplasie-assoziierte Bruchpunkte ohne Kolokalisation
mit Fragile Sites
Die hier zu besprechenden Tumorbruchpunkte konnten aus denselben Gru¨nden wie unter
Abschnitt Abschnitt 5.2.2 genannt nur anna¨herungsweise kartiert werden. Ein Vergleich
mit den entsprechenden Fragile Sites ist aber dennoch mo¨glich (siehe Tabelle 4.4, Seite
57).
Der Tumorbruchpunkt in 5p14 der Zelllinie NCEB-1 konnte zwar nicht genau ein-
gegrenzt werden, doch im Vergleich zur Fragile Site FRA5E, die bei 17.465 kbp liegt
(Ruiz-Herrera et al. 2004), kann anhand der durchgefu¨hrten Hybridisierungen auf dieser
Zelllinie angenommen werden, dass der Tumorbruchpunkt nicht im Bereich der Fragile
Site liegt.
Fu¨r den neoplasie-assoziierten Bruchpunkt in 16q22 des Falles 07134 gilt a¨hnliches.
Aufgrund der angestellten Untersuchungen an diesem Fall kann im Vergleich der Lage
des Tumorbruchpunktes proximal von 68.500 kbp zur Lage der Fragile Site FRA16C von
68.592 bis 72.036 kbp (Mrasek 2009) ausgeschlossen werden, dass Tumorbruchpunkt und
Fragile Site u¨berlappen.
Die u¨brigen in Tabelle 4.4 aufgefu¨hrten Fa¨lle konnten nicht kartiert werden oder wur-
den nicht kartiert. Es zeigte sich im Rahmen der anfa¨nglichen BAC-Kartierung, dass
die vorherige zytogenetische Karyotypisierung fehlerhaft war und sich die erforderli-
chen Bruchpunkte in anderen zytogenetischen Banden fanden. Zu begru¨nden sind Feh-
ler in der Karyotypisierung in der fu¨r Tumorzellchromosomen u¨blichen außerordentlich
schlechten Qualita¨t und geringen Bandenauflo¨sung, wodurch auch geu¨bte Zytogenetiker
die ausschließlich mit Hilfe der GTG-Ba¨nderung arbeiten, an ihre Grenzen stoßen.
5.2.4. Zusammenfassender Vergleich der Lage der
neoplasie-assoziierten Bruchpunkte und der Fragile Sites
In diesem Abschnitt wird in U¨bersicht die Lage der in der vorliegenden Arbeit kartierten
und zuvor besprochenen neoplasie-assoziierten Bruchpunkte (sowohl der exakt kartierten
als auch der Bruchpunkte mit Teilkartierung) und der entsprechenden molekularzytoge-
netisch kartierten Fragile Sites nebeneinander gestellt. Tabelle A.1 (siehe Seite XXIV)
gibt den U¨berblick. Im Diagramm 5.2 ist noch einmal veranschaulicht, dass fu¨nf der elf
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neoplasie-assoziierten Bruchpunkte mit Fragile Sites kolokalisieren (Abstand von Bruch-
punkt zu Fragile Site bis zu 2 Mbp) und ein Bruchpunkt eine fragliche U¨bereinstimmung
zeigt, dieser liegt in einem Abstand von etwa 4 Mbp zur Fragile Site. Fu¨nf weitere Bruch-
punkte weisen keine U¨bereinstimmung mit Fragile Sites auf, ihr Abstand betra¨gt mehr
als 6 Mbp.
Abbildung 5.2.: Zusammenfassende Darstellung der Vergleichsergebnisse zwischen Tumorbruchpunkten
und Fragile Sites.
Es la¨sst sich zusammenfassen, dass etwa 50 % der in dieser Arbeit untersuchten
neoplasie-assoziierten Bruchpunkte eine U¨bereinstimmung mit Fragile Sites aufweisen.
Die Untersuchung der Sequenzen und der im Bruchpunktbereich liegenden Gene er-
brachte keine fu¨r die Tumorgenese dieser Fa¨lle nach heutigem Wissensstand bedeutenden
Resultate. Allerdings muss angemerkt werden, dass sich dies nur auf die hier untersuch-
ten Einzelfa¨lle bezieht und keine statistische Aussage mo¨glich ist. Neoplasie-assoziierte
Bruchpunkte mu¨ssten in deutlich gro¨ßerem Umfang molekularzytogenetisch oder mole-
kulargenetisch kartiert werden, um einen statistischen Vergleich mit molekularzytoge-
netisch kartierten Fragile Sites anstellen zu ko¨nnen. Diesem Vorhaben steht jedoch der
enorme zeitliche Aufwand einer Durchfu¨hrung entgegen.
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Diskussion
5.3. Vergleichende Kartierung neoplasie-assoziierter
Bruchpunkte aus Literaturrecherchen mit
Fragile Sites
Bei dem hier durchgefu¨hrten literaturbasierenden Vergleich neoplasie-assoziierter Bruch-
punkte mit Fragile Sites, dargestellt in Tabelle 4.9 (siehe Seite 72), ist erkennbar, dass
zehn der 17 gegenu¨bergestellten Bruchpunkte eine U¨bereinstimmung aufweisen. Fu¨nf
dieser 17 Bru¨che finden sich entweder innerhalb der entsprechenden Fragile Site (Bruch-
punkte in 1p36/FRA1A, 7q34/FRA7M und 16q22/FRA16C) oder sie liegen u¨berlappend
mit der entsprechenden Fragile Site (Bruchpunkte in 4q31/FRA4C und 8q24/FRA8C).
Die fu¨nf u¨brigen Bruchpunkte (5q35/FRA5G, 6q15/FRA6G, 7p22/FRA7B in zwei Ver-
gleichen und 10q11/FRA10G) liegen in einem Abstand geringer als 2 Mbp Entfernung
zur Fragile Site und ko¨nnen aufgrund der bereits angesprochenen variablen Lage dieser
als U¨bereinstimmung betrachtet werden.
Fu¨r drei der 17 aufgefu¨hrten Bruchpunkte (6q15/FRA6G, 13q21/FRA13C und 16q22/
FRA16C) la¨sst sich eine fragliche U¨bereinstimmung aufgrund des Abstandes zwischen 2
bis 6 Mbp zur Fragile Site feststellen.
Betrachtet man die Lage neoplasie-assoziierter Bruchpunkte zur entsprechenden Fragi-
le Site, la¨sst sich keine Regelma¨ßigkeit erkennen, die neoplasie-assoziierten Bruchpunkte
liegen gleichermaßen proximal als auch distal der Fragile Sites.
Die Bruchpunkte der Bande 6q15 und 16q22 zeigen, dass, je nachdem welche Refe-
renz zur Angabe der exakten Kartierung der entsprechenden Fragile Site zu Rate gezo-
gen wird, der Tumorbruchpunkt entweder in U¨bereinstimmung oder auch in fraglicher
U¨bereinstimmung zur Fragile Site liegt (Zlotorynski et al. 2003,Watson et al. 2007,Mra-
sek 2009).
Keine U¨bereinstimmung zu den Fragile Sites zeigen vier der 17 Bruchpunkte (1p22/
FRA1D, 1q31/FRA1K, 2p13/FRA2E und 4q21/FRA4I), die Entfernung betra¨gt u¨ber 6
Mbp.
Mittels der hier verglichenen Literaturangaben la¨sst sich zeigen, dass eine etwa 50%ige




Tumorbruchpunkten und Fragile Sites
Fu¨r in dieser Arbeit kartierte Tumorbruchpunkte als auch fu¨r Tumorbruchpunkte aus
Literaturrecherchen (siehe Abschnitt 5.3) wurde ein Abstandsvergleich durchgefu¨hrt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle A.2 (siehe Seite XXVI) aufgefu¨hrt.
Das Diagramm 5.3 zeigt die Ha¨ufigkeiten der in verschiedene Gruppen eingeteilten
Absta¨nde.
Abbildung 5.3.: Zusammenfassende Darstellung der Absta¨nde zwischen Tumorbruchpunkten und Fra-
gile Sites ohne Kolokalisation.
So liegen die Absta¨nde zwischen Tumorbruchpunkten und Fragile Sites u¨berwiegend
zwischen 0 und 2 Mbp (bei 14 von 25 Bruchpunkten), fu¨nf von 25 Bruchpunkten liegen
bis 6 Mbp von der Fragile Site entfernt und sechs der 25 Bruchpunkte weisen einen Ab-
stand von u¨ber 6 Mbp auf. Wie bereits in der Einleitung erla¨utert, zeigt sich eine gewisse
Variabilita¨t bei der Lokalisation der Fragile Sites innerhalb einer zytogenetischen Bande,
so dass man bei einem Abstand von bis zu 2 Mbp noch von einer U¨bereinstimmung von
Fragile Sites und Tumorbruchpunkten sprechen kann (Pedersen und Jensen 1991, Cal-
lahan et al. 2003,Mrasek 2009). Knapp die Ha¨lfte der neoplasie-assoziierten Bruchpunkte
weisen demnach eine U¨bereinstimmung mit Fragile Sites auf.
60
6. Ausblick
Die in dieser Arbeit molekularzytogenetisch kartierten Fa¨lle und Zelllinien zeigten in et-
wa 50 % eine U¨bereinstimmung der Lage neoplasie-assoziierter Bruchpunkte und Fragile
Sites. Fu¨nf der elf Tumorbruchpunkte wiesen eine U¨bereinstimmung mit Fragile Sites
auf, ein weiterer Bruchpunkt zeigte eine fragliche U¨bereinstimmung. In der Literaturre-
cherche fanden sich zehn von 17 Tumorbruchpunkten, die innerhalb oder u¨berlappend
mit Fragile Sites lagen. Es fanden sich keine Gene und/oder Sequenzmotive in den Bruch-
punktbereichen der Tumorzellchromosomen, die als ursa¨chlich fu¨r oder involviert in die
maligne Karyotyptransformation der untersuchten Fa¨lle und Zelllinien angesehen werden
ko¨nnen.
Es la¨sst sich zusammenfassen, dass die gefundene U¨bereinstimmung von neoplasie-
assoziierten Bruchpunkten und Fragile Sites auf DNA-Ebene nicht so stark ausgepra¨gt
ist wie die von Fragile Sites und evolutiona¨r konservierten Bruchpunkten (ca. 75%
U¨bereinstimmung), diesen beiden Pha¨nomenen liegt offensichtlich ein gemeinsamer Ur-
sprung zugrunde (Mrasek 2009). Die Vermutung liegt nahe, dass Fragile Sites keine
ursa¨chliche Rolle in der Bruchpunktentstehung im Rahmen der Tumorgenese spielen.
Um eine Aussage zu typischen Sequenzmotiven innerhalb von Tumorbruchpunkten
treffen zu ko¨nnen, mu¨ssen noch eine Vielzahl von Bruchpunkten in Tumorzellchromo-
somen auf DNA-Ebene kartiert werden. So ko¨nnte man statistisch gesichert bestimmte
Sequenzmotive in den Bruchpunktregionen suchen und darstellen, die auf chromosomale
Instabilita¨ten hinweisen und ursa¨chlich fu¨r Chromosomenbru¨che sind. Auf diese Weise
la¨sst sich eventuell die Entstehung der tumorrelevanten Bruchpunkte aufkla¨ren.
Denn die Identifizierung von Bruchpunktregionen ist vermutlich der Schlu¨ssel zum
Pathogenesemechanismus der Tumorentstehung und damit auch ein Schritt in Richtung
neuer Prognosemethoden und Therapieansa¨tze in der Tumorbehandlung.
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9q13 t(9;1)(q22;?),neu: 9q13 70.320.668–
70.406.895 bp
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zytog. Lage Lage Tumorbruchpunkt Lage FS Abstand
1p36 ∼15.630 kbp (proximale Grenze) 12.112–14.890 kbp ∼ 1 Mbp
1p36 12.912–12.937 kbp 12.112–14.890 kbp ∼ 0 Mbp
1p22 100.997–101.176 kbp 88.092 kbp ∼ 2 Mbp
1q21 ∼154.400 kbp (proximale Grenze) 146.154–148.888 kbp ∼ 6 Mbp
1q31 193.462.500–193.637.500 bp 184.235 kbp ∼ 9 Mbp
2p13 75.062–75.132 kbp 67.154 kbp ∼ 8 Mbp
4q21 75.380–75.737 kbp 84.003–86.360 kbp ∼ 9 Mbp
4q22 ∼98.600 kbp (proximale Grenze) 89.514–97.532 kbp ∼ 1 Mbp
4q22 ∼98.600 kbp (proximale Grenze) 88.364–94.011 kbp ∼ 4 Mbp
4q31 147.707–148.112 kbp 144.127–148.075 kbp ∼ 0 Mbp
5q35 173.012.500–173.137.500 bp 171.047–171.955 kbp ∼ 1 Mbp
6q15 91.702–92.013 kbp 93.297 kbp ∼ 1 Mbp
6q15 87.407–87.595 kbp 93.297 kbp ∼ 5 Mbp
7p22 6.662.500–6.787.500 bp 5.915 kbp ∼ 0,8 Mbp
7p22 6.662.500–6.787.500 bp 3.527–5.845 kbp ∼ 0,8 Mbp
7q22 99.700 kbp (proximale Grenze) 106.822 kbp ∼ 7 Mbp
7q34 143.337.500–143.462.500 bp 139.131–144.233 kbp ∼ 0 Mbp
8q24 ∼138.000 kbp (distale Grenze) 128.120 kbp,
128.490 kbp
∼ 10 Mbp
9q22 ∼86.000 kbp (distale Grenze) 97.106 kbp ∼ 11 Mbp
9q22 ∼86.000 kbp (distale Grenze) 87.398–87.753 kbp ∼ 1,3 Mbp
10q11.2 46.337.500–47.162.500 bp 45.577–46.174 kbp ∼ 0,2 Mbp
13q21 67.214–67.382 kbp 60.475–64.789 kbp ∼ 3 Mbp
16q22 69.412.500–69.787.500 bp 63.914 kbp ∼ 3 Mbp
16q22 69.412.500–69.787.500 bp 68.592–72.036 kbp ∼ 0 Mbp
17q23 57.418.528–57.650.888 bp 55.254 kbp ∼ 2 Mbp
Tabelle A.2.: Angabe der Absta¨nde zwischen Tumorbruchpunkten und Fragile Sites.
XIX
Anhang






11p11 RP11-79A4 48644475–48801171 AQ282359.1, AQ282362.1,
AQ580435.1, AQ628770.1,
AZ519136.1
11p13 RP11-151O13 31529588–31709387 AQ377123.1, AQ377120.1
11p13 RP1-17K7 31922313–32052548 AL035078.32
11p13 RP1-85M6 32976955–33121104 AC087716.1, AL121926.24
11p13 RP1-316D7 33473026–33603892 AC135057.1, AL049575.7
11p13 RP13-786C16 33841462–33985492 AC132216.7
11p13 RP11-350D17 34538621–34690046 AC087783.10
11p14 RP11-302O8 30662359–30689138 AC026844.4
11p15 RP11-261I18 21513425–21681734 AQ483542.1, AQ483543.1
11q14 RP11-97D10 88680082–88847587 AQ320490.1, AQ320493.1
11q14 RP11-529A4 89286313–89446995 AP004607.4
16q22 RP11-63M22 65183598–65333456 AC018557.9
16q22 RP11-297D21 65900228–66095618 AC009061.10
16q22 RP11-120G17 66655003–66809694 AQ349181.1, AQ349179.1
16q22 RP11-76H6 67133750–67134326 AQ284432.1
16q22 RP11-99A10 67577752–67751653 AQ322460.1, AQ322459.1
16q22 RP11-311C24 68224900–68296604 AC012321.8
16q22 RP11-779G13 68242800–68394830 AQ495106.1, AQ756040.1
16q22 RP11-419C5 68412763–68413173 AQ550189.1
16q22 RP11-106J23 68544071–68544389 AQ324058.1
16q22 RP11-23E19 69575824–69728676 B86441.1, B86442.1
16q22 RP11-1145B23 69726184–69887906 AQ752754.1, AQ751756.1
16q22 RP11-510M2 69991371–70168705 AC010547.9
16q22 RP11-140I24 71883293–72036034 AC009033.10








17q23 RP11-112J9 51993135–52172785 AQ343302.1, AQ313112.1
17q23 RP11-19F16 52616469–52760781 AC007644.1
17q23 RP11-506H21 53510740–53672821 AC005962.1
17q23 RP11-142B17 54021963–54195757 AQ385987.1, AQ385990.1
17q23 RP11-567L7 54696369–54872934 AC091059.12
17q23 RP11-165E2 55513306–55513938 AQ381547.1
17q23 RP11-105G8 55904414–56060400 AQ347448.1, AQ317907.1
17q23 RP11-113J9 56558188–56743204 AQ342529.1, AQ342531.1
17q23 RP11-342K2 57418528–57473361 AC018628.13
17q23 RP11-51L5 57650482–57650888 AQ052345.1
17q23 RP11-1072L2 58112717–58113186 AQ676804.1
17q23 RP11-156L14 58237316–58237821 AQ389945.1
17q23 RP11-995E13 58504729–58505365 AQ801028.1
17q23 RP11-1010P17 58815831–58816337 AQ727259.1
17q23 RP11-579K23 59104449–59288441 AQ332222.1, AQ332451.1
17q23 RP11-89H15 59472574–59627204 AQ284720.1, AQ284719.1
17q23 RP11-473J13 59672578–59672952 AZ517521.1
17q23 RP11-1077E6 59974551–59975466 AQ744981.1
17q23 RP11-451L20 60241919–60242435 AQ587114.1
17q23 RP11-898O16 60513144–60513472 AQ835580.1
1p35 RP11-84A19 31987758–32110170 AL354919.16
1p36.1 RP11-344F13 14546508–14547223 AQ541892.1
1p36.1 RP11-227B14 15064827–15123248 AL445263.6
1p36.1 RP11-408B19 15123249–15241799 AL391215.12
1p36.1 RP4-560M15 15452323–15479432 AL158174.8
1p36.1 RP11-265F14 15630693–15811097 AL512883.5, AQ487082.1
1p36.1 RP4-745E8 20480153–20558818 AL020998.1








1p36.1 RP1-184J9 23210536–23311486 AL031428.9
1p36.2 RP11-829B14 10964422–11158005 AQ813960.1, AQ792829.1
1p36.2 RP11-514N2 12526801–12583490 AL645761.8
1p36.2 RP5-845O24 12778691–12897788 AL022101.1
1p36.2 RP11-219C24 13245159–13429749 AL365443.16
1p36.2 RP11-19M4 14690901–14781334 AL358793.14
1p36.2 RP1-243L18 14779335–14891169 AL034395.6
1p36.2 RP3-410I8 14812419–14958908 AL031732.8
1p36.2 RP5-864I18 14958809–15064826 AL031293.1
1p36.2 RP3-438L4 7059893–7186726 Z97635.10
1p36.2 RP11-338N10 7653186–7719107 AL359881.28
1q21 RP11-326G21 143643010–143768403 AL590452.12
1q21 RP11-94I2 144594476–144760573 AL356004.9
1q21 RP11-44P6 145573363–145574134 AQ198228.1
1q21 RP11-157I11 146577762–147221084 AQ371907.1, AQ371905.1
1q21 RP11-356M24 147926726–148105558 AQ537539.1, AQ537538.1
1q21 RP11-54A4 148711839–148894833 AL356356.17, AQ082672.1
1q21 RP11-98D18 149916734–150100344 AQ319340.1, AQ319337.1
1q21 RP11-216N14 151954673–152104838 AL513523.33
1q21 RP11-307C12 153110663–153292828 AL451085.20
1q21 RP11-98F1 153411307–153411959 AQ321667.1
1q22 RP11-172I6 154398686–154399179 AQ414376.1
4p15 RP11-280K20 31500913–31663969 AQ504387.1, AQ504389.1
4p15 RP11-395J1 32527753–32671334 AC116630.4
4p15 RP11-143G24 34578448–34725425 AQ389797.1, AQ389792.1
4q22 RP11-9B6 93421437–93529296 AC112695.3
4q22 RP11-428L21 93902995–94010580 AC095059.3








4q22 RP11-354C17 96994092–97153593 AZ517813.1, AQ530704.1
4q22 RP11-448B7 97445853–97446381 AQ581387.1
4q22 RP11-122F6 97848484–98028115 AQ344253.1, AZ520228.1
4q22 RP11-297E12 98333995–98334710 AQ503610.1
4q22 RP11-242D9 98622890–98832379 AC034154.6
4q22 RP11-240J11 98983029–98983865 AQ482728.1
4q22 RP11-428B4 99887454–100074914 AC093836.3
5p14 RP11-697E23 20701859–20867335 AC138938.2
5p14 RP11-704G19 21839606–22021910 AC138940.3
5p14 RP11-823P9 21371518–21565392 AC138951.2
5p15.1 RP1-137K24 15193325–15315356 AC016648.5
5p15.1 RP11-19O2 16193688–16358450 B89555.1, B81984.1
5p15.1 RP1-167G20 16358454–16529263 AC020980.6
5p15.1 RP11-21H5 16365884–16546950 B83987.1, B83986.1
5p15.1 RP11-260E18 16623402–16775309 AQ486951.1, AQ486949.1
5p15.1 RP11-90B23 16794684–16968719 AQ283571.1, AQ283568.1
5p15.1 RP11-553J15 17110352–17284398 AC022936.2
5p15.1 RP11-321E2 17433650–17583651 AC106774.2
5p15.1 RP11-88L18 17465560–17588527 RP11-88L18
5p15.2 RP11-472K20 14067604–14067871 AQ633690.1
5p15.2 RP11-415K6 14596515–14596991 AQ554117.1
5q15 RP11-418P19 100759797–100938620 AQ548111.1
5q15 RP11-93O17 98789690–98917493 AC114324.2
5q15 RP11-954D2 98836841–99018981 AQ623998.1, AQ683126.1
5q15 CTD-2068C11 99850207–100001708 AC010382.4
6q25 RP3-442A17 158818064–158854413 AL353800.10
6q25 RP11-100E6 155961815–156122697 AQ322013.1, AQ341984.1








6q25 RP3-336G18 156885767–157054887 AL158033.18
6q25 RP11-266C7 158244857–158440761 AL139330.17, AQ488078.1,
AQ488081.1
6q26 RP11-13P5 159404595–159586453 AL356417.17, B75190.1,
B75191.1
6q26 RP1-249F5 160224241–160354108 AL035691.17
6q26 RP11-288H12 160354109–160500259 AL353625.5
6q26 RP3-366M24 160619320–160702238 AL355506.23
6q26 RP11-414A5 160859306–160991056 AL596089.19
6q26 RP11-235G24 161174902–161273963 AL391361.18
6q26 RP11-421L20 161718437–161773070 AL445215.7
6q26 RP11-262E15 161961565–162129840 AQ487752.1, AQ487755.1
6q26 RP11-159M9 162327379–162488949 AQ375762.1, AQ375761.1
6q26 RP11-266I4 162793648–162955035 AQ490082.1, AQ490083.1
6q26 RP11-514O12 167115548–167268485 AL159163.40
7p14 RP11-89N17 33718642–33897263 AQ284915.1, AQ284918.1
7p14 RP11-179B11 34143505–34144329 AQ418284.1
7p14 RP11-178P2 35220221–35343343 AC009531.11
7p14 RP11-379H18 35604420–35754541 AC018647.5
7p14 RP11-155G7 36168081–36309869 AC007327.1
7p14 RP11-155G7 36168081–36309869 AC007327.1
7p14 RP11-7P19 36578422–36736321 AC087069.3
7p14 RP11-59F6 37373048–37482195 AC078843.2
7p14 RP11-302L6 37482196–37597749 AC009530.5
7p14 RP11-302L6 37596962–37597573 CC737334.1
7p14 RP11-3P18 37597750–37734325 AC083860.2
7p14 RP11-605P22 37734326–37825116 AC083865.2








7p14 RP11-121A8 38185252–38357043 AQ343517.1, CC737331.1
7p14 RP4-740L10 38611493–38735588 AC005247.2
7p15 RP11-643O8 28143746–28366479 RP11-643O8
7p15 RP4-596O9 28459769–28603446 AC003074.3
7p15 RP11-88B20 28753261–28917493 AQ286608.1, AQ286611.1
7p15 RP11-550A18 29467570–29624461 AC007255.4
7p15 RP11-111I9 30200328–30382206 AQ321867.1, AQ321869.1
7p15 RP5-1143H19 30620391–30747615 AC004976.1
7p15 RP11-143B19 31046534–31200389 AQ371792.1, AQ371794.1
7p15 RP11-313D21 31536482–31695336 AQ506254.1, AQ528009.1
7p15 RP11-175P8 32458563–32459539 CC875166.1
7p21 RP11-79G16 13212182–14328128 AQ581376.1
7p22 RP11-348A21 3449750–3649897 AQ543542.1, AQ543539.1
7p22 RP11-300J8 4488105–4488579 AQ504118.1
7p22 RP11-172O13 5691552–5692214 AQ413536.1
7p22 RP4-810E6 6049510–6200436 AC004895.2
7p22 RP11-425P5 6233987–6446613 AC009412.6
7p22 RP11-1080O3 6392079–6613748 AQ744007.1, AQ740555.1
7p22 RP11-611L7 6620917–6792883 AC073343.6
7p22 RP11-577O18 6792884–6850310 AC079882.6
7p22 RP11-299B12 6872516–7088026 AQ505610.1, AQ505612.1
7p22 RP11-460K7 7227941–7420346 AQ633429.1, AQ633430.1
7p22 RP5-1111L2 7307412–7460417 AC006356.3
7p22 RP11-21F22 7501535–7502083 B85889.1
7p22 RP11-505D17 7947759–8125919 AC006042.2
7q21 RP11-356B17 96800895–96907086 AC007316.4
7q21 RP11-756B4 97206171–97206774 RP11-756B4








7q21 RP11-380G21 97314221–97485962 AQ534375.1, AQ534372.1
7q21 RP11-380G21 97362822–97410111 AC079781.7
7q22 RP11-333G13 101305935–101346478 AC092788.3
7q22 RP11-577H5 102065130–102200407 RP11-577H5
7q22 RP11-1134K14 102083629–102241299 AQ733310.1, AQ707388.1
7q22 RP11-35A7 102517788–102658458 AQ045714.1, AQ045716.1
7q22 RP11-960F1 102785215–102786112 AQ742561.1
7q22 RP11-325F22 104274175–104444816 AC007384.3
7q22 RP5-1106G10 105320353–105398795 AC004964.2
7q22 RP11-22N19 105583835–105763437 AC007032.2, AQ009346.1,
B86357.1
7q22 RP11-17I10 105949351–105950008 B83665.1
7q22 RP5-892G19 106063614–106173646 AC004917.2
7q22 RP11-258L19 106376206–106539645 AQ479848.1, AQ479850.1
7q22 RP11-473L8 106745073–106924300 AQ632978.1, AQ632975.1
7q22 RP4-673O11 106747568–106822183 AC004855.1
7q22 RP11-143N19 106912082–107080719 AQ372433.1, AQ372432.1
7q22 RP11-266C11 107126876–107307938 AQ488093.1 AQ488090.1
7q22 RP11-443I10 107429108–107433634 AC078853.9
7q22 RP11-77E2 107305452–107472899 AQ286856.1, AQ286857.1
7q22 RP11-238I13 108884648–109038857 AC073071.2
7q22 RP11-718D16 109192158–109316792 AC073139.6
7q22 RP5-905M6 110866834–110973079 AC005166.1
7q22 RP11-358A10 110005952–110164580 AC073326.6
7q22 RP11-189E18 110973080–111007307 AC092613.2
7q22 RP11-807L7 111424246–111424916 AQ523329.1
7q22 RP11-253F8 98370949–98542296 CC470864.1, CC470863.1








7q22 RP11-313E18 98746932–98922844 AQ527929.1, AQ506013.1
7q22 RP11-114P12 98844418–99008868 AQ343205.1, AQ343208.1
7q22 RP11-204M9 99410498–99593067 AQ414874.1, AQ414877.1
7q22 RP11-506M12 99507489–99700793 AC073842.5
7q22 RP11-44M6 99873580–99874179 AQ202595.1
7q31 RP11-92J13 111426904–111594377 RP11-92J13
7q31 RP11-328M22 112279363–112435024 AC018464.9
7q31 RP11-467K21 112371391–112555864 AZ516783.1, AQ629102.1
7q31 RP11-354H2 115640166–115640819 AQ532868.1
7q34 RP11-298A10 142664612–142864734 AC073264.5
7q34 RP4-807C15 143834363–143952114 AC004743.1
7q34 RP11-307I2 143102265–143209337 AC099548.6
7q34 RP4-669B10 143246098–143373452 AC004853.1
8q24.1 RP11-115M9 122743719–122893617 AQ344516.1, AQ344518.1
8q24.1 RP11-96B2 123525928–123697987 AQ314793.1, AQ314795.1
8q24.1 RP11-532M24 125653378–125840521 AC090922.4
8q24.1 RP11-255B23 128118319–128291914 AC020688.7
8q24.2 RP11-3O20 130338932–130500014 AQ316779.1, B48899.1
8q24.2 RP11-668K2 133725504–133725989 RP11-668K2
8q24.2 RP11-21H16 135975000–136155000 RP11-21H16
8q24.2 RP11-343P9 136652507–136653413 AQ538844.1
8q24.2 RP11-17M8 137773472–137919464 AC013646.6, B81866.1,
B82798.1
8q24.2 RP11-356M23 137978911–137979640 AQ535424.1
8q24.2 RP11-172M18 139337209–139453265 AC087711.5
8q24.2 RP11-526P7 140286861–140443685 AC053480.5
8q24.3 RP11-620H1 145739624–145740218 AQ404876.1








8q24.3 RP11-639O3 146038513–146236298 AQ433761.1, AQ435862.1
9q12 RP11-391M20 66812701–66987465 AL591385.7
9q12 RP11-12A20 67288071–67480316 AL627230.15
9q12 RP11-229G4 67708435–67709057 AQ487625.1
9q12 RP11-460N11 68991241–69156714 AL359955.25
9q12 RP11-21H4 69118555–69291653 BX001034.6
9q13 RP11-460E7 69745392–69746352 AQ633014.1
9q13 RP11-561O23 70025289–70198279 AL353608.20
9q13 RP11-88I18 70163371–70343347 AQ285872.1, AQ285875.1
9q13 RP11-274B18 70320668–70488660 AL353616.14
9q13 RP11-639J8 70406270–70406895 AQ521888.1
9q13 RP11-203L2 70488661–70642631 AL354794.16
9q13 RP11-430C15 70555881–70556393 AQ551617.1
9q21 RP11-16N10 70969027–71136721 B82556.1, B83639.1
9q21 RP11-373A9 71898094–72097640 AL158153.10
9q21 RP11-71A24 74808547–74809102 AQ239848.1
9q21 RP11-401G5 75586335–75757100 AL513124.9
9q21 RP11-66O21 77399685–77400494 AQ195891.1
9q21 RP11-360J12 77506706–77683583 AL157883.15, AZ519646.1
9q21 RP11-428L19 77683584–77871191 AL359253.17
9q21 RP11-652B19 77839349–78010361 AL353607.20, AQ438001.1
9q21 RP11-468J21 77964254–78156103 BH367018.1, BH152865.1
9q21 RP11-422N19 78113661–78213797 AL391868.16
9q21 RP11-79G7 79580000–79757000 RP11-79G7
9q21 RP11-362L2 81427153–81446829 AL445252.13
9q21 RP11-66D1 82951738–83098662 AQ241217.1, AQ241214.1
9q21 RP11-541F16 84667734–84783005 AL359202.16








9q21 RP11-439A18 85292903–85375534 AL450026.10
9q21 RP11-522I20 85375535–85544238 AL354920.21
9q21 RP11-162J2 85544239–85605843 AL662787.6
9q21 RP11-346I8 85762165–85964664 AC012279.5, AL732446.4,
AQ542368.1, AQ542366.1
9q21 RP11-280C11 86035915–86177955 AQ508792.1, AQ508789.1
9q21 RP11-133I2 86158135–86288330 AZ521547.1, AQ384812.1
9q21 RP11-59M22 86180525–86337480 AL157886.13, AQ202266.1,
AQ202270.1
9q21 RP11-172F7 87076588–87248611 AL583827.7
9q22 RP11-202I11 87570153–87570745 AQ413860.1
9q22 RP11-350E12 87746467–87953761 AQ529936.1, AQ529933.1
9q32 RP11-382H18 117122921–117164826 AL731824.5















SINEs: 46 10955 bp 12.70 % 13,10%
ALUs 27 8073 bp 9.36 % 10,60%
MIRs 19 2882 bp 3.34 % 2,20%
LINEs: 31 16746 bp 19.42 % 20,40%
LINE1 18 14406 bp 16.71 % 16,90%
LINE2 11 2132 bp 2.47 % 3,20%
L3/CR1 2 208 bp 0.24 % 0,30%
LTR elements: 15 5820 bp 6.75 % 8,30%
ERVL-MaLRs 7 2987 bp 3.46 % 3,70%
ERV classI 0 0 bp 0.00 % 2,90%
ERV classII 0 0 bp 0.00 % 0,30%
DNA elements: 26 5436 bp 6.30 % 2,80%
hAT-Charlie 18 3124 bp 3.62 % 1,40%
TcMar-Tigger 4 1327 bp 1.54 % 1,00%
Unclassified: 0 0 bp 0.00 % 0,10%
Total intersper-
sed repeats:
38957 bp 45.18 % 44,80%














SINEs: 301 79928 bp 34.40 % 13,10%
ALUs 272 76248 bp 32.81 % 10,60%
MIRs 29 3680 bp 1.58 % 2,20%
LINEs: 73 27396 bp 11.79 % 20,40%
LINE1 47 20956 bp 9.02 % 16,90%
LINE2 20 5160 bp 2.22 % 3,20%
L3/CR1 5 906 bp 0.39 % 0,30%
LTR elements: 37 17503 bp 7.53 % 8,30%
ERVL-MaLRs 20 7518 bp 3.24 % 3,70%
ERV classI 5 2153 bp 0.93 % 2,90%
ERV classII 0 0 bp 0.00 % 0,30%
DNA elements: 30 6143 bp 2.64 % 2,80%
hAT-Charlie 19 3778 bp 1.63 % 1,40%
TcMar-Tigger 3 774 bp 0.33 % 1,00%
Unclassified: 3 1546 bp 0.67 % 0,10%
Total intersper-
sed repeats:
132516 bp 57.03 % 44,80%






Phosphoglucomutases , such as PGM5, are phosphotransferases involved in interconver-
sion of glucose-1-phosphate and glucose-6-phosphate. PGM activity is essential in forma-
tion of carbohydrates from glucose-6-phosphate and in formation of glucose-6-phosphate
from galactose and glycogen (Edwards et al. 1995).
MED13: mediator complex subunit 13
GeneID: 9969
This gene encodes a component of the mediator complex (also known as TRAP, SMCC,
DRIP, or ARC), a transcriptional coactivator complex thought to be required for the
expression of almost all genes. The mediator complex is recruited by transcriptional acti-
vators or nuclear receptors to induce gene expression, possibly by interacting with RNA
polymerase II and promoting the formation of a transcriptional pre-initiation complex.
The product of this gene is proposed to form a sub-complex with MED12, cyclin C, and
CDK8 that can negatively regulate transactivation by mediator (NCBI).
FRMD3: FERM domain containing 3
GeneID: 257019
Protein 4.1 of red blood cells, or 4.1R (EPB41; MIM 130500), is a multifunctional protein
essential for maintaining erythrocyte shape and membrane mechanical properties. The
protein 4.1 family comprises a group of structural proteins that includes, in addition to
4.1R, 4.1G (general type; MIM 603237), 4.1B (brain type; MIM 605331), 4.1N (neuron









FRA1A 1p36 12.112–14.890 kbp (Mrasek 2009)
FRA1D 1p22 88.092 kbp (Ruiz-Herrera et al. 2004)
FRA1F 1q21 146.154–148.888 kbp (Mrasek 2009)
FRA1K 1q31 184.235 kbp (Mrasek 2009)
FRA2E 2p13 67.154 kbp (Mrasek 2009)
FRA4I 4q21 84.003–86.360 kbp (Mrasek 2009)
FRA4F 4q22 88.364–94.011 kbp (Mrasek 2009)
FRA4C 4q31 144.127–148.075 kbp (Mrasek 2009)
FRA5E 5p14 17.465 kbp (Ruiz-Herrera et al. 2004)
FRA5G 5q35 171.047–171.955 kbp (Mrasek 2009)
FRA6G 6q15 93.297 kbp (Mrasek 2009)
FRA7B 7p22 3.527–5.845 kbp (Mrasek 2009)
FRA7F 7q22 106.822 kbp (Mrasek 2009)
FRA7M 7q34 139.131–144.233 kbp (Mrasek 2009)
FRA8C 8q24 128.120 kbp, 128.490 kbp (Ferber et al. 2003)
FRA9J 9q13 ist bisher nur zytogenetisch
kartiert
(Mrasek 2009)
FRA9K 9q21 ist bisher nur zytogenetisch
kartiert
(Mrasek 2009)
FRA9D 9q22 87.398–87.753 kbp (Mrasek 2009)
FRA10G 10q11.2 45.577–46.174 kbp (Mrasek 2009)
FRA13C 13q21 60.475–64.789 kbp (Mrasek 2009)
FRA16C 16q22 63.914 kbp (Mrasek 2009)
FRA17B 17q23 55.254 kbp (Mrasek 2009)
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